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(54) Title: TUMOR-SPECIFIC RECOGNITION MOLECULES 

(54) Bezelctanung: TUMORSPE2aFISCHE ERKENNUNGSMOLEKOLE 



O (57) Abstract: The invention relates to recognition molecules, which are directed against tumors and which can be used for diag- 
nosing and treating tumor diseases. 

o 

^ (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ErkennungsmolekUle. die gegen Tumore gerichtet sind und zur Diagnose und The- 
>^ rapie von Tumorerkrankungen verwendet werden kSnnen. 
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Die Erfindung betrifft Erkennungsmolekule, die gegen Tumore 
gerichtet sind und zur Diagnose und Therapie von 
Tumorerkrankungen verwendet werden k6nnen. 



Tumor- oder Krebserkrankungen sind Geschwulsterkrankungen, die 
eine ortlich umschriebene Zunahme . des Gewebevolumens 
beschreiben. Im weiteren Sinne ist jede lokalisierte 
15 Anschwellung durch Odeme, akute und/oder chronische 
Entzundungen, eine aneurysmat ische Erweiterung oder auch eine 
entzundlich bedingte Organs chwel lung ein Tumor. Im engeren 
Sinne werden vor allem gewebliche Neubildungen wie Gewachse, 
Blastome und/oder Neoplasien in Form eines spontanen, 
20 verschiedenartig enthemmten, autbnomen und irreversiblen 
UberschuEwachstums von korpereigenem Gewebe, das in der Kegel 
mit Tinterschiedlich ausgepragtem Verlust spezifischer Zellen 
und Gewebefunktionen verbunden ist, als Tumorerkrankungen 
verstanden. Es ist moglich, Tumore nach ihrem biologischen 
Verhalten, aber auch nach einer histogenetischen Systematik 
bzw. nach klinischen oder patholojgischen Befunden zu 
systematisieren . 



Insbesondere im klinischen Bereich kann es erforderlich sein, 
Tumore moglichst fruhzeitig und auch selektiv zu erkennen, da 
eine fruhzeitige Erkennung und die dann folgende Behandlung 
bzw. Entfernung sicherstellt , daS die Geschwulst erfolgreich 
behandelt werden kann, ohne daS die befallenen Organstrukturen 
bzw. Genabschnitte deformiert werden, wobei weiterhin 
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verhindert warden kann, daS sich Metastasen ausbilden. Auch 
bei den Folgeiontersuchungen nach einer Krebsbehandliing miissen 
kleinste Metastasen fruhzeitig detektiert warden, iim die 
weitere Nachbehandlring zu optimieren. FCir weite Bereiche der 
Arbeitsmedizin ist es auSerdem notwendig, zu bestimmen, ob ein 
Gewebe oder ein Organ eine potentielle Krebsanf ailigkeit 
zeigt, ohne daS das Organ bzw. das Gewebe bereits selbst 
entartet bzw. transformiert ist. 



Die aiteste und zugleich einfachste oind zxim Teil auch noch 
heute mit Erfolg angewendete Methode, einen Tximor zu erkennen, 
ist das Tasten und Schauen. So ist z.B. das Mammakarzinom bzw. 
das Prostatakarzinom als Knoten ertastbar. Hinweise auf 
Hautkrebs sind durch auf fall ige Muttermale durch den Arzt oder 
den Patienten selbst optisch zu detektieren, Andere optische 
Verfahren sind beispielsweise die bildgebenden Methoden. Hier 
werden mit Hilfe von Apparaten Bilder vom KSrper auf genommen, 
auf denen ein Tumor erkennbar ist. Zu diesen Methoden zahlen 
zum Beispiel Rontgenbestrahlung wie auch die Computer- 
Tomographie (CT) . Bei diesen Verfahren wird der Korper mit 
energiereicher Strahl\ing durchleuchtet , wobei die entarteten 
Gewebestrukturen aufgrimd der verSnderten Durchiassigkeit fur 
diese Strahlung im Vergleich zum gesunden Gewebe erkennbar 
sind. HSufig werden bei diesen Methoden Kontrastmittel 
verwendet, die in entsprechende Regionen gespritzt werden xmd 
die Absorption erhohen. AuSerdera ist die Krebsdiagnose mittels 
Ultraschall sowie durch die Verwendung radioaktiv markierter 
Antikorper mdglich, wobei die tumortypischen Antigene an die 
zu untersuchenden Organe binden und so die Tumore innerhalb 
des bildgebenden Verfahrens erkennbar machen. Neben den 
bildgebenden Methoden sind LaboruntersuchTongen ein weiteres 
wichtiges Mittel zur Krebsf ruherkennung. Dabei werden Proben 
von Urin, Blut oder auch Gewebeproben auf Abnormitaten 
iintersucht. Dies kann beispielsweise eine veranderte 
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Zusammehse taxing dieser Proben sein, . aber auch das Auftreten 
von Substanzen, die normalerweise nicht oder nur in geringen 
Mengen vorkoiranen. Diese Substanzen werden allgemein als 
Tumormarker bezeichnet. Sie werden entweder vom Ttunorgewebe 
selbst produziert oder als Reaktion des KSrpers auf den Tumor 
gebildet . Als Txjmormarker werden neben Substanzen ' auch 
zellulare Veranderungen bezeichnet, deren qualitative oder 
quantitative Analyse eine Aussage Ober das Vorliegen, den 
Verlauf oder eine Prognose von bosaftigen Erkrankungen 
ermoglicht- Tumormarker sind meist physiologisch vorkommende 
bzw. modifizierte Substanzen, die gegeniiber physiologischen 
Bedingungen oder der normalen genotypischen/phanotypischen 
Auspragung im Urin, Seriam^oder anderen Kdrperf Iflssigkeiten in 
erhohter oder erhiedrigter Konzentration oder in oder auf 
Tumorzellen nachweisbar sind, wobei^ diese Substanzen vom 
Tumorgewebe synthetisiert \md/oder sezerniert und folgend 
durch Tumorzerfall freigesetzt oder als Reaktion des 
Organismus auf einen Tumor gebildet werden. Es ist eine 
Vielzahl von Tumormarkern' beschrieben worden, deren Einsatz 
insbesondere beim Dickdarmkrebs, Brustkrebs, Eierstockkrebs , 
Prostata- und Hodenkrebs imd beim kleinzelligen Lungenkarzinom 
als sinnvoll gilt. Zu diesen Krebsmarkem gehflrt 
beispielsweise das CEA, CA 15-3, CA 125, Alpha-Fetoprotein, 
HCG, das prostataspezifische Antigen, die neuronspezif ische 
Enolase, CA 19-9 xmd SCC. 

Die genannten Marker zeigen durch eine Erhdhung im Sertim oder 
in Geweben oder durch ihr Vorhandensein als modifizierte 
Proteine, Lipide und/oder Kohlenhydrate zum einen 
beispielsweise (i) entzundliche Erkrankungen, Darmpolypen, 
Virusentztodungen aber insbesondere auch (ii) Zirrhosen, 
Entartungen, Tumore und Metastasen an. Ein GroBteil dieser 
Marker besteht aus Molekulen, die Protein- als auch 
Kohlenhydratstrukturen, ggf. Lipide umfassen. Je geringer der 



wo 2004/050707 PCT/DE2003/003994 



4 

Proteinanteil und demgemaE je groSer der Kohlenhydrat- oder 
Lipidanteil dieser Marker ist, um so schwieriger kdnnen diese 
beispielsweise mit Erkennungsmolekulen, wie z.B. Antikorpem, 
detektiert warden. Bisher wurden durch Immiinisierxing von 
Mausen mit Hilfe der Hybridom-Technologie verschiedene 
Antik6rper gegen Kohlenhydrat strukturen hergestellt. 

Die Krebsdiagnostik mit Erkennungsmolekulen weist mehrere 
Nachteile auf. So k6nnen bestimmte Tumormarker auch bei 
nichtkanzerogenen Krankheiten auf tret en, wodurch die 
eingesetzten Erkennungsmolekule eine positive Reaktion 
anzeigen; weiterhin bedeutet eine Nichtinteraktion der 
Erkennungsmolekule nicht, daS keine Tumorkrankheit vorhanden 
ist. Ein weiterer Nachteil ist, daS die bekannten 
Erkennungssubstanzen in der Regel unspezifisch sind. Das 
bedeutet, daS ein positiver Nachweis nur in seltenen Fallen 
auf eine bestimmte Art der Tumor erkrankxing weist. Ein 
weiterer, ganz entscheidender Nachteil der bekannten 
Erkennungsmolekule ist aufierdem, daS sie nur bedingt zur 
Verlaufskontrolle der Entwicklung von Tumoren, beispielsweise 
nach einer Operation, verwendet werden konnen. Das heiSt, die 
bekannten Tumormarker konnen in der Regel nicht zur 
Friiherkennung oder zur Nachbehandlung, insbesondere nicht zur 
Prophylaxe eingesetzt werden. 

Neben diesen allgemeinen Nachteilen treten bei 
Erkennungsmolekulen, die gegen Kohlenhydrat strukturen 
gerichtet sind, spezielle Nachteile auf. Die Immunisierung mit 
Kohlenhydratantigenen fdhrt meist nur zu einer primSren IgM- 
Antwort bzw. die Immunantwort bleibt vollstandig aus, da viele 
Kohlenhydrat strukturen auch Autoantigene sind. Weil 
Kohlenhydrate T-Cell-iinabhangige Antigene sind, die nicht in 
der Lage sind, einen Klassenswitch und die damit verbundene 
Reifung durch somatische Mutationen hervorzuruf en, bleibt die 
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Antikorperantwort meist auf die IgM-Klasse beschrSnkt . 
Aufgrund der generell schwachen Wechselwirkxmg und der 
notwendigeh Multivalenz ist es deshalb schwierig, Antikorper 
mit hoher Affinitat herzustellen . Ein Problem bei Antikorpem 
gegen Kohlenhydratstrukturen sind nicht nur die geringe 
Affinitat, sondem auch die^ Spezifitat. Besonders gegen kurze 
nichtgeladene Kohlenhydratstrukturen ist es duSerst schwierig, 
spezifische Antikdrper herzustellen, wobei eine gewisse 
Spezifitat in vielen Ptllen auch nur dann erreicht wird, wenn 
die Kohlenhydratstruktur auf einem bestinimten TrSger 
lokalisiert ist. So erkennt beispielsweise der Antikorper 
JAA/Pll, der gegen Gaipi->3GalNAc gerichtet ist, nicht nur 
dieses Antigen selbst, sondem auch GIcNAcpl^6Gaipi^3 - 
(GlcNAcpi-^6)GalNAc sowie, wenn auch mit geringerer Aviditat, 
Gaipi-3GlcNAc, Auch die neueren Mdglichkeiten der .Gewinnung von 
ErkennungsmolekGlen durch verschiedene Pormen der 
kombinatorischen Techniken, wie beispielsweise der 
Phagendisplay-Technologie, 16sen die genannten Nachteile 
nicht. Auch hier bleibt das Problem der schwachen 
ErkennungsmolekGl-Kohlenhydrat-Interaktion. Zu berucksichtigen 
ist hierbei insbesondere, daS die durch Immunisierung 
meistgewonnenen primSren IgM- Antikorper fur den 

therapeutischen Einsatz zu grog sind. Ein weiterer Nachteil 
der bekannten Erkennungsmolekule gegen Tumormarker ist der, 
dass sie den Tumor erst erkennbar machen, wemi dieser eine 
kritische Grose bereits erreicht hat. Das heifit, friihe Stadien 
des Tumorwachstums konnen mit den bekannten 

Erkennungsmolekulen, die gegen Tumormarker gerichtet sind, 
nicht bestimmt werden. 

Ein weiterer Nachteil der bekannten Erkennungssubstanzen ist, 
daS sie nicht , funktional ' eingesetzt werden konnen. 
Funktional bedeutet, daS die Erkennungsmolekule nicht nur so 
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an die Tiimoarmarker binden, daS diese detektiert werden, 
sondeim daS sie somit uber Marker mit der Tumorzelle 
wechselwirken, daS die Tumorzelle- in ihrem Wachstum 
beeintrachtigt wird. Es ist mdglich, daJ3 die 
Erkennungsmolekaie mit bestimmten Tumonnarkern, die 
beispielsweise auf Tumorzelloberf lachen immobilisiert sind, so 
spezifisch interagieren, daS der durch die Tumormarker 
charakterisierte Tumor therapeutisch behandelt wird. Diese 
funktional aktiven Erkenntmgsmolekule sind zum einen in der 
Lage, tumorzellenassoziierten Tumormarker zu detektieren und 
gleicbzeitig durch ihre Bindung an diese tumorspezif ische 
Struktur die Tumorzelle an einem weiteren Wachstum oder an 
einer Ausbildung von Metastasen zu hindern. Die bekannten 
Erkennungsmolekule sind nachteilhaf terweise in nur wenigen 
Fallen in der Lage, das Tumorwachstiim zu beeinf lussen. In der 
Regel miissen daher zusatzlich Substanzen, die das 
Tumorwachstum einschranken bzw. inhibieren, an den Antikorper 
gekoppelt warden, so daB dieser die .„Falire» dieser Substanz 
ist, aber nicht das Agens der Behandlxing . 

Aufgabe der Erfindung ist " es daher, ErkennungsmolekQle 
bereitzustellen, mit denen zum einen Tumore einfach, sicher 
und effizient detektiert werden konnen, und die weiterhin in 
der Prophylaxe, Therapie und/oder Nachbehandlung von Tumoren 
eingesetzt werden konnen. 

Die Erfindung lost dieses technische Problem durch die 
Bereitstellung von ErkennungsmolekGlen umfassend eine 

Aminosauresequenz, die die Aminosaureseguenz SEQ ID Nr. 1 und 
die Aminosauresequenz SEQ ID Nr. 2 oder 3 und die 
Aminosauresequenz SEQ ID Nr. 4, 5 oder 6 enthalt, wobei die 
Erkennungsmolekaie das Antigen Core-1 spezifisch binden. 
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Die Definitionen der Begriffe, die im folgenden gemacht 
werden, treffen mutatis mutandis auf zuvor gemachte, diese und 
die nachfolgenden AusfGhrungen zu. 

Unter dem Begriff Erkennungsmolekiil versteht man erfin- 
dungsgemas ein Molekfil, das, insbesondere unter stringenten 
Bedingungen, die Kohlenhydratstruktur Core-1 spezifisch 
bindet . 

Unter Core-1 versteht man erf indungsgemalS die Kohlenhydrat- 
struktur Gaipi-3GalNAc, die als a-Anomer (Gaipi-3GalNAca) oder 
p-Anomer (Gaipi-3GalNAcp) vorliegen kanh. Bevorzugt ist hier 
die a-anomere Variante. Die erf indungsgemagen 

Erkennungsmolekaie konnen aber auch nur das alpha-Anomer 
GalSl-SGalNAca oder beide Anomere GalSl-BGalNAca und GalSl- 
SGalNAcfi in gleicher Weise binden. 

Unter einer spezifischen Bindung gegen Core-1 versteht man 
erfindungsgemaS eine Bindung, die nur Core-1, bevorzugt das a- 
Anomer, erkennt oder die Core-1 und Core-2 (Gaipi-3 (GlcNAcpl- 
6)GalNAca) erkennt. Die Erkennungsmolekiile zeigen dabei keine 
Kreuzreaktivitat mit anderen Derivaten und Anomeren dieser 
Kohlenhydratstrukturen wie sie in Beispiel 7 aufgefuhrt sind. 
Die erfindungsgemaJSen Erkennungsmolekule interagieren nicht 
mit Galal-3GalNAca, Galal-SGalNAcS, GalNAca, Neu5Aca2-3GalSl- 
3GalNAca, GaliSl-3 (Neu5Aca2-6) GalNAca, GlcNAcSl-2GalSl- 

3GalNAca, GlcNAcal-3GalSl-3GalNAca, GalNAcal-3GalS und 3'-0- 
Su-Galgl-3GalNAca unter den in Beispiel 7 beschriebenen 
Bedingungen. Die Bestimmung erfolgt dabei insbesondere toer 
Spezifitatstests mit definierten synthetischen Kohlenhydrat- 
strukturen. 



wo 2004/050707 PCT/DE2003/003994 



8 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm umfasst ein 
erfindungsgemaSes Erkenniingsmolekul, das das Antigen Core-1 
spezifisch bindet : 

a) eine erste Aminosauresequenz , die die Aminosauresequenz 
SEQ ID Nr. 1 und die Aminosauresequenz SEQ ID Nr. 2 Oder 
3 und die Aminosauresequenz SEQ ID Nr. 4 oder 5 oder 6 
enthalt; xind 

b) eine zweite Aminosauresequenz, die die Aminosauresequenz 
SEQ ID Nr. 7 Oder 8 oder 9 und die Aminosauresequenz SEQ 
ID Nr. 10 Oder 11 und die Aminosauresequenz SEQ ID Nr. 
12 Oder 13 enthalt. 

Die erste und zweite Aminosauresequenz konnen dabei auf einem 
Oder mehreren, dort bevorzugt zwei, Polypeptiden vorkommen. 

Die erfindungsgemasen Core-l bindenden Erkennungsmolekiile sind 
dadurch charakterisiert, dass sie ein definiertes Set von 
einzelnen Aminosauresequenzen beinhalten. Die 

Aminosauresequenz dieser Erkennungsmolekiile enthait ein oder 
zwei Tripletts definierter Sequenzen. Diese Sequenzen stellen 
die Bindungsdomanen dar und definieren die Spezifitat des 
Erkennungsmolekuls . Das 1-Triplett-Erkennungsmolekiil enthait 
die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 1, die Aminosauresequenz SEQ 
ID NO. 2 Oder 3 und die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 4 oder 5 
Oder 6. Core-l-spezifische Erkennungsmolekiile, die durch zwei 
Tripletts definiert sind, enthalten fGr das erste Triple tt die 
Aminosauresequenz SEQ ID NO. 1, die Aminosauresequenz SEQ ID 
NO. 2 Oder 3 \md die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 4 oder 5 
Oder 6 und fur das zweite Triplett die Aminosauresequenz SEQ 
ID NO. 7 Oder 8 Oder 9, die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 10 
Oder 11 und die Aminosauresequenz SEQ id NO. 12 oder 13. Dabei 
konnen das erste und zweite Triplett entweder auf einer oder 
mehreren Polypeptidketten vorkommen, die im letzteren Pall 
gemeinsam das bindende Erkennungsmolekiil bilden. Im Weiteren 



wo 2004/050707 PCT/DE2003/003994 



9 

werden diese Tripletts im Sinne der Erfindung als 
Triplettsequenz 1 fiir die erste iimfasste Aminosauresequenz und 
als Triplettsequenz 2 fur die zweite umfasste 
Aminosauresequenz, siehe Definition a) und b) der obigen 
Beschreibung, bezeichnet. Das Erkennungsmolekai kann 
erfindungsgemaS ein Antik6rper sein, insbesondere ein muriner, 
chimarer oder humaner IgG oder IgM, eine scFv-Struktur oder 
eine andere. 

Eine weitere Ausfuhrungsf orm der Erfindxang betrifft Erken- 
nungsmolekule, bei denen raindestens eine Aminosauresequenz der 
SEQ ID NO. 1 . bis 13 durch Mutation, Deletion und/oder 
Insertion verandert ist, wobei jedoch die Eigenschaft der 
Bindungsspezifitat gegen Core-1 weiter besteht. Dies dient 
vorteilhafterweise der Verbesserung der Erkennungsmolekiile, 
beispielsweise in Bezug auf Affinitat, Loslichkeit und/oder 
Produzierbarkeit . 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm erfolgt die Modifikation 
eines Erkennungsmolekuls durch eine oder mehrere Mutationen in 
einer oder mehreren Aminosauresequenzen ausgewahlt aus SEQ ID 
NO. 1 bis 13, wobei einzelne Aminosauren durch Aminos^uren mit 
analogen physikochemischen Eigenschaf ten ersetzt werden, die 
die 3-dimensionale Strnktur der Bindungsdomane des 
Erkennungsmolekiils mit Vorteil nicht grundlegend verandern, so 
dass die Core-1 Spezifitat des Erkennungsmolekuls erhalten 
bleibt. Aminosauren mit analogen physikochemischen 
Eigenschaf ten im Sinne der Erfindung konnen in 6 verschiedene 
Gruppen zusammengef aSt werden und sind in Tabelle 1 
dargestellt . 



Tabelle 1: Aminosauren mit analogen physikochemischen 
Eigenschaf ten unberucksichtigt der molekularen GroSe. 
Eigenschaft oder Aminosaure 
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funktionelle Gruppe 



aliphatisch 



Hydroxy- Gruppe 
Carbo3cy- Gruppe 
Amid-Gruppe 
Amino - Gruppe 
aromatisch 



Glycin 

Alanin 

Valin 

Leucin 

Isoleucin 

Serin 

Threonin 

AsparaginsSure 

Glutaminsaure 

Asparagin 

Glutamin 

Lysin 

Arginin 

Phenyl alanin 

Tyrosin 

Tryptophan 



In einer weiter bevorzugten Ausfiihrxingsf orm der erfindungs- 
gemaSen Erkennungsmolekule, die Core-1 spezifisch binden, ist 
mindestens eine Aminosauresequenz der Aminosauresequenzen SEQ 
ID NO. 1, 2, 3, 7, 8 und/oder 9 durch kanonische 
Strukturvarianten bzw, aquivalente Strukturen mit den 
Aminosauresequenzen SEQ ID NO. 14 bis 45 ersetzt, wobei die 
SEQ ID NO. 1 durch eine Sequenz der Sequenzen SEQ ID NO. 14 
bis 17 (CDRHl) , die SEQ ID NO. 2 oder 3 durch eine Sequenz der 
Sequenzen SEQ ID NO. 18 bis 27 (CDRH2) und die SEQ ID NO. 7 
Oder 8 oder 9 durch eine Sequenz der Sequenzen SEQ ID NO. 2 8 
bis 45 (CDRLl) ersetzt ist. 



Der generelle Zusammenhang zwischen einer Aminosauresequenz 
und der Tertiarstruktur der von diesen Sequenzen gebildeten 
Loops ist dem Fachmann bekannt und wurde ausfuhrlich 
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xmtersucht [Rooman et al . , 1989; Martin, Thornton, 1996].. Ein 
spezielles Beispiel stellen die Iimnunglobuline dar. Durch 
Analyse der Loop-Konf ormationen der hypervariablen Regionen 
(complementarity determining regions, CDRs) in der leichten 
und der schweren Kette von Antik6rpermolekaien wurden 
sogenannte kanonische Klassen definiert [Chothia, Lesk, 1987; 
caiothia et al., 1986, 1989, 1992; Wu, Cygler, 1993]. Auf 
dieser Grundlage wurden die kanonischen Strukturvarianten SEQ 
ID NO. 14 bis 45 der SEQ ID NO 1, 2, 3, 7, 8 und 9 abgeleitet . 

Die Aminosauresequenzen SEQ ID NO. 1 bis 13 oder dereri 
Modifikationen in einem Core-1 spezif ischen Erkennungsmolekul 
im Sinne der Erfindting bilden ratunliche Strukturen aus, 
beispielsweise so genannte Loops, die dadurch gekennzeichnet 
sind, dass sie eine definierbare Tertiarstruktur vmd/oder 
Quartarstruktur besitzen. Die Bindungsregion eines 
Erkennungsmolekuls mit dem Core-1 Antigen wird von 
Aminosaureresten gebildet, die von bis zu sechs variablen 
Loops an der Oberflache des Molek<ils bereitgestellt werden, 
und die spezif iscb mit Core-1 interagieren . 

In einer weiteren Aus fiihrungs form der Erf indiing werden ' 
Erkennungsmolekule, die Core-1 spezif isch binden, 

bereitgestellt, bei denen mindestens eine Sequenz der 
Sequenzen des Tripletts weggelassen wird, die nicht 
unmittelbar an der Interaktion mit dem Core-1 Antigen 
beteiligt ist. 

In einer weiteren Aus fuhrungs form umfassen die 
Erkennxingsmolekflle mindestens eine der Aminosauresequenzen der 
SEQ ID NO. 1 bis 13 Oder deren oben beschriebene Varianten 
doppelt Oder mehrfach, wobei diese Dopplungen- auch als 
Varianten der gleichen Aminosauresequenz vorkommen k6nnen. 
Alle die in diesem Abschnitt beschriebenen Erkenntmgsmolekule 
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erkeimen vorteilhaf terweise das Antigen Core-1 spezifisch. Iiti 
folgenden werden auch diese Erkennungsmolekflle , die streng 
genoiranen aufgrund des Weglassens Oder Vervielfaltigen von 
Sequenzen keine Triplet tsequenzen tragen, trotzdem als 
Triplettsequenz 1 oder Triplettsequenz 2 bezeichnet, um die 
Anschaulichkeit zu vereinf achen. 



In einer weiteren Ausfuhrungsf orm, tunfassen die erfin- 
dimgsgemaSen Erkennungsraolektile, die das Core-1 Antigen 
spezifisch binden, Aminosauresequenzen, die eine Homologie von 
mindestens 60%, vorzugsweise 70%, bevorzugt 80%, ganz 
besonders bevorzugt 90% gegenuber den Sequenzen SEQ ID NO. 1 
bis 13 aufweisen. 



Die Erkennungsmolekule im Sinne der Erfindung kSnnen weiterhin 
Gerustsequenzen umfassen, die die umfassenden Aminosaure- 
sequenzen Aminosauresequenz SEQ ID NO. 1 und die 
Aminosauresequenz SEQ ID NO. 2 oder 3 und die 
Aminosauresequenz SEQ ID Nr. 4 oder 5 oder 6, oder deren oben 
beschriebene Varianten, voneinander trennen, und 

Gerustsequenzen, die die Aminosauresequenzen SEQ .ID Nr. 7 oder 
8 Oder 9 und die Aminosauresequenz SEQ ID Nr. 10 oder 11 und 
die Aminosauresequenz SEQ ID Nr. 12 oder 13 , oder deren oben 
beschriebene Varianten, voneinander trennen.' Die erste xind 
zweite Aminosauresequenz konnen dabei auf einem oder mehreren, 
bevorzugt zwei, Polypeptidketten vorkoramen. Diese Gerust- 
sequenzen werden im Sinne der Erfindung als Spacer oder 
Prameworksequenzen bezeichnet und konnen unterschiedliche 
Langen xmd Sequenzen haben. Dabei sind ebenfalls solche 
Erkenn\mgsmolek<ile ausdrucklich mit eingeschlossen, bei denen 
nicht alle Aminosauresequenzen der SEQ ID Nr. 1 bis is oder 
deren oben beschriebenen Varianten durch Spacer getrennt ' 
werden. Daruber hinaus haben die Erkennungsmolekule 
vorzugsweise weitere flankierende Aminosauresequenzen, die im 
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Siime der Erfindung auch als Geriistsequenzen bezeichnet 
werden . 



Die Gerustsequenzen haben insbesondere die Aufgabe, die 
beschriebenen Aminosauresequenzen, die tHr die Core-1 
spezifische Bindung der Erkennungsmolekfile verantwortlich 
beziehxmgsweise beteiligt sind, in eine geeignete Anordnung 
und raumliche Struktur zu bringen, damit die Bindung an das 
Core-1 erfolgen kann. Es kann vorgesehen sein, dass die Amino- 
sauresequenzen SEQ ID NO. 1 bis NO. 13 ohne mindestens eine 
zusatzliche Aminosauresequenz als Geriistsequenz das Core-1 
Antigen im Sinne der Erfindung nicht spezifisch binden konnen. 
Dariiber hinaus k6nnen die Gerustsequenzen den Erkennungsmole- 
kGlen z.B. die notwendige biologische und chemische Stabilitat 
geben, damit die raumliche Struktur effektiv aufgebaut und fur 
die Funktion und Anwendung in einer geeigneten f unktionellen 
Form, die die Core-1 Bindung beinhaltet, erhalten werden kann. 

In einer bevorzugten Ausf minmgsf orm werden die 
Triplettsequenzen in bestehende Proteine durch Austausch von 
Aminosauresequenzen xznd/oder durch Hinzufugung eingefugt, 
wobei die bestehenden Proteinsequenzen als Gerustsequenzen im 
Sinne der Erfindung dienen, beziehiingsweise Gerustsequenzen 
aus geeigneten Proteinen entnommen sind. Dabei kSnnen diese 
Ger^istsequenzen beispielsweise durch Mutationen, Deletionen 
Oder Insertionen verandert werden. Hierbei bedient man sich 
dem Pachmann an sich bekannter Methoden der Molekularbiologie , 
Biochemie xmd Protein- Engineering. Bevorzugte Proteine hierftir 
sind Proteine der Immunglobul in- Super familie, Protease- 
Inhibitoren, Lektine, Helix-BiJindel- Proteine und Lipocaline, 
wie sie z.B. offenbart sind in: Nygren und Uhlen, 1997; 
Nuttall SD et al., 1999 und Skerra, 2000. 
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In einer weiter bevorzugten Ausfuhrungsf orm sind die 
Gerustsequenzen AntikorpergerQstsequenzen aus einer oder 
verschiedenen Spezies oder Aminosauresequenzen, die die 
Consensussequenz der Gerustsequenzen nuiriner, humaner und/oder 
Antikorper anderer Sauger nachahmen. Eine Consensussequenz ist 
eine idealisierte Sequenz, in der reprasentativ an jeder 
Position die am meisten vorkoiranende ArninosSure steht, wenn 
viele existierende Sequenzen, beispielsweise aus Antikorper- 
Datenbanken, miteinander verglichen werden. Dabei sind die 
hier bevorzugten Erkennungsmolekaie dadurch gekennzeichnet , 
dass die Gerustsequenzen fur die erste Triplettsequenz i 
umfassend die AminosSuresequenz SEQ ID NO. 1, die Aminosaure- 
sequenz SEQ ID NO. 2 oder 3 und die Aminosauresequenz SEQ ID 
NO. 4 Oder 5 Oder 6. oder deren oben beschriebene Variant en, 
Antik6rperger<istsequenzen der variablen schweren Kette VH, die 
in der Literatur auch als Framework- Sequenzen bezeichnet 
werden, sind und die Gerustsequenzen fur die Triplettsequenz 2 
umfassend die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 7 oder 8 oder 9, 
die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 10 oder 11 und die 
Aminosauresequenz SEQ ID NO. 12 oder 13 , oder deren oben 
beschrieben Varianten, Antikdrpergerustsequenzen der variablen 
leichten Kette VL sind. 

Bevorzugt sind weiterhin Antikorperger^istsequenzen von 
Antikorpem aus Saugetieren, besonders bevorzugt sind Anti- 
korpergertistsequenzen humanen und/oder murinen Ursprungs. Die 
Gerustsequenzen konnen dabei aus Antikorpergerfistsequenzen 
verschiedener Spezies kombiniert werden. Diese Antikorper- 
gerustsequenzen sind dem Fachmann bekannt und in verschiedenen 
Datenbanken zugSnglich wie der Rabat -Datenbank 

(immuno.bme.nwu.edu) oder der Datenbank des National Center 
for Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov). 
Ebenfalls konnen diese Antikorpergeruststrukturen durch 
weitere Aminosauren verlSngert, und/oder durch eine oder 
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•mehrere Mutationen, z.B. Deletionen und/oder Insertionen, 
verandert werden, wobei die spezifische Bindxmg an Core-1 
erhalten bleibt . 

Werden in einer bevorzugten Variante der Erfindung die 
Triplettsequenzen mit AntikorpergerGstseqiienzen kombiniert , 
stent das Erkennungsmolekul eine variable Kette eines 
Antikdrpers oder eine davon abgeleitete Struktur dar. 

Besonders bevorzugte Antik6rpergerustsequenzen als 

Ger^istsequenzen im Sinne der Erfindung sind fflr die variable 
schwere Kette die Aminosauresequenzen entsprechend FRHl, FRH2, 
PRH3 und FHR4 in Tabelle 2 und fur die variable leichte Kette 
die Aminosauresequenzen entsprechend FRLl, FRL2, FRL3 und FRL4 
xn Tabelle 2, wobei die Aminosauresequenzen der 
Triplettsequenzen 1 und 2 mit den SEQ ID NO. 1 bis 13 den 
entsprechenden CDR-Regionen der Antikorper entsprechen. Dabei 
setzen sich die variable schwere (VH) bzw. leichte (VL) 
Antikorperkette wie folgt zusammen: die VH: FRH1-CDRH1-FRH2- 
CDRH2-FRH3-CDRH3-FRH4 und die VL: FRL1-CDRL1-FRL2-CDRL2-FRL3- 
CDRL3-FRL4. Tabelle 2 erlautert die Positionen im Detail. Die 
Positionen der einzelnen Aminosauren bzw. Aminosauresequenzen 
entsprechen der Nummerierung von AminosSuren in 
Antikorpermolekfllen nach Rabat. 



Tabelle 2: 



Name 


Fositxoixsl>erelcli 


Pos. 


Amlnosaure bzw. 
Aminosauresequenz 


FRHl 


1 t>is 30 


1 


Q Oder E 






2 


V 






3 


Q, K Oder T 






4 


Li 






5 


K Oder V 
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6 


E Oder Q 






7 


S 






8 


G 






9 


A 






10 


E 






11 


L Oder V 






12 


V Oder K 






13 


R Oder K 






14 


p 






15 


G 






16 


T Oder A 






17 


S 






18 


V 






19 


K 






20 


I Oder V 






21 


S Oder P 






22 


C 






23 


K 






24 


A, V, s Oder T 






25 


s 






26 


G 






27 


Y, F, S Oder D 






28 


T 






29 


F, L Oder I 






30 


T 


CDRHl 


31 bis 35 




SEQ ID NO. 1 imd 
Varianten 


FRH2 


36 bis 49 


36 


w 






37 


V 






38 


K Oder R 






39 


Q 






40 


R Oder A 






41 


P 
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42 


G 






43 


H Oder Q 






44 


6 






45 


li 






46 


E 






47 


w Oder r 






48 


I Oder M 






49 


G 


CDRH2 


50 bis 65, woJaei 
zusStzlich die Pos. 
52a eingefuhrt ist 




SEQ ID NO. 2 Oder 3 
und Varianten 


FRH3 


66 bis 94 


66 


K Oder R 






67 


A Oder V 






68 


T 






69 


li Oder M 






70 


T 






71 


A, L Oder T 






72 


D 






73 


T 






74 








75 


S Oder T 






76 


s 






77 


T 






78 


A 






79 


Y 






80 


M 






81 


Q Oder E 






82 


ii 






82a 


s 






82b 


s Oder R 






82c 


ii 






83 


T Oder R 






84 


s 
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1 




85 


E 






86 


D 


• 




87 


S Oder T 






88 


A 






89 


V 






90 


Y 






91 


F Oder Y 




• 


92 


c 






93 


A 






94 


Y, K Oder R 


CDRH3 


95 t>is 102, wobei 
zusatzlich die Pos. 
100a und 100b 
eingefiihrt sind 




SEQ ID NO. 4, 5 Oder 
6 und Varianten 


FRH4 


103 bis 113 


103 


w 






104 


6 






105 


g 






106 


G 






107 


T 






108 


T, s Oder L 






109 


V Oder L 






110 


T 






111 


V 






112 


S 






113 


s Oder A 


FRLl 


1 bis 23 


1 


D 






2 


I, V Oder L 






3 


Q Oder ii 






4 


M 






5 


T 






6 








7 


T Oder S 






8 


p 
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9 


li 






10 


S . 






11 


Ii 






12 


P 






13 


V 






14 


S Oder T 






15 


L Oder P 






16 


6 






17 


D Oder E 






18 


Q Oder P 






19 


A 






20 


S 






21 


I 






22 


S 






23 


C 


CDRLl 


22 £>is 34, wobei 
zusatzlich die Pos. 
27a, 27b, 27c, 27d und 
27e eingefiilirt sind 




SEQ ID NO. 7, 8 Oder 
9 void Varianten 


FRL2 


35 bis 49 


35 


w 






36 


Y 






37 


L 






38 


Q 






39 


K 






40 


P 






41 


G 






42 , 


Q 






43 


S 






44 


P 






45 


K Oder Q 






46 


Ij 






47 


L 






48 


I Oder V 
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49 


Y 


CDRL2 


50 bis 56 




SEQ ID NO. 10 Oder 
11 und Varianten 


FRL3 


57 bis 88 


57 


6 






58 


V 






59 


p 






60 


D 






61 


R 






62 


F 






63 


S 






64 


6 






65 


S 






66 


G 






67 


S 






68 








69 


T 






70 


D 






71 


F 






72 


T 






73 


Ii 






74 


K 






75 


I 






76 


S 






77 


R 






78 


V 






79 


E 






80 


A 






81 


E 






82 


D ■ 






83 


L Oder V 






84 


G 






85 


V 






86 


Y 
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87 


y 






88 


c 


CDRL3 


89 bis 97 




SEQ ID NO. 12 Oder 
13 xand Varianten 


FRL4 


98 bis 108 


98 


F 






99 


6 






100 


G Oder Q 






101 


G 






102 


T - 






103 


K 






104 


L 






105 


E 






106 


I Oder L 






106a 


K 






107 


R 






108 


A 



Die Aminosduresequenzen SEQ ID NO. 46 bis 79 entsprechen 
Aminosauresequenzen mit bevorzugten Gerustsequenzen fur die 
variable schwere Kette. Die Aminosauresequenzen SEQ ID NO. 80 
bis 94 entsprechen Aminosauresequenzen mit bevorzugten 
Gerustsequenzen fCir die variable leichte Kette. 

Die zu verwendenden Techniken und Methoden zur Herstellung 
dieser Sequenzen sind dem Fachmann bekannt, ebenso ist der 
Fachmann in der Lage, geeignete Gerustsequenzen und/oder 
Mutationen auszuwahlen. 



Im Sinne der Erfindung konnen die Core-l spezifischen 
Erkennungsmolekule in verschiedenen Pormaten vorliegen. Die 
grundlegende Struktur des Erkennungsmolekais sind eine oder 
mehrere Polypeptidketten, die oben beschriebenen 
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erfindungsgemaSen Triplettsequenz 1 oder Triplettsequenzen 1 
iind 2 und Gerustsequenzen umfassen. Beispielsweise sind die 
Aminosauresequenz der variablen schweren Kette mit den 
Gerustsequenzen und den Triplettsequenzen 1 und die 
Aminosauresequenz der variablen leichten Kette mit den 
Gerustsequenzen und den Triplettsequenzen 2 nicht-kovalent 
cader kovalent miteinander verknupft, und k6nnen auf einer oder 
mehreren Polypeptidketten liegen. Mehrere Polypeptidketten 
kdnnen kovalent, beispielsweise durch Disulf idbriicken, oder 
nicht-kovalent verbtmden als Erkennungsmolekul vorliegen. 

Zu den imterschiedlichen erf indungsgemaSen Formaten der 
Erkennungsmolekflle gehoren insbesondere die Verknupfung der 
Triplettsequenzen mit Aminosauresequenzen, die uber die oben 
beschriebenen Gerustsequenzen hinausgehen. in einer 
bevorzugten Variant e umfassen daher erf indungsgemalSe 
Erkennungsmolekule neben den Triplettsequenzen una den 
Gerustsequenzen weitere Zusatzsequenzen. Zusatzsequenzen sind 
insbesondere Aminosauresequenzen, die primar nicht der 
raumlichen Anordnung der Triplettsequenzen wie in Form der 
Gerustsequenzen dienen, diese jedoch vorteilhaft durch 
sekundare oder tertiSre Wechselwirkungen beeinflussen kSnnen. 
Beispielsweise stabilisieren Zusatzsequenzen in Form von 
konstanten DomSnen eines Antikorpers . den Antikdrper und 
bewirken eine Dimerisierung, wodurch es zu einer verbesserten 
Bindiang des Antikorpers kommt, oder beispielsweise bewirkt 
eine Fusion eines scFv . mit einer Domane eines 
BakteriophagenhQllproteins eine Aktivitatssteigerung der scFv- 
Bindung, wie sie z.B. in Jensen KB et al., 2002 offenbart ist. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsf orm umfassen die 
Erkennungsmolekfile Aminosauresequenzen mit Gerustsequenzen auf 
Antikorperbasis und neben den Triplettsequenzen weitere 
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Zusatzsequenzen. Die Zusatzsequenzen haben insbesondere 
mindestens eine der folgenden Aufgaben: 

a) Verknapfung einer Triple ttsequenz mit ihren entsprechend 
geeigneten Gerfistsequenzen mit mindestens einer weiteren 
Triplettsequenz mit ihren entsprechend geeigneten 
Geriistsequenzen, urn beispielsweise eine Bindxingsfahigkeit 
zu erzeugen oder zu verbessern; 

b) der Stabilisier\ing der DomSnen, beispielsweise durch einen 
Linker zwischen zwei ProteindomSnen oder Aminosaure- 
sequenzen, die mit anderen der gleichen oder einer zweiten 
Kette in Wechselwirkung treten; 

c) Ef fektorfunktionen fur immtinologische Aufgaben, 
beispielsweise durch Fusion mit Fc-Teil von Antikorpem, 
Chemokinen, Cytokinen, Wachstumsf aktoren oder Teilen davon, 
Oder Antikorpern mit einer anderen Spezifitat oder 
Fragmenten davon, zur Rekrutierting von Zellen des 
Immunsystems, beispielsweise Makrophagen, oder Teilen des 
Komplementsystems ; 



d) 



Fusion mit Tags, beispielsweise Multimerisierungssequenzen 
- zum Beispiel /i-tail-Sequenz aus igM oder Assoziations- 
domane aus p53 oder J4BL - zur Multimerisierung der Core-1 
bindenden Anteile fur eine multivalente Bindxing oder zur 
Aufreinigung der Erkennungsmolekule , beispielsweise His-Tag 
Oder zum Nachweis, beispielsweise rayc-Tag oder zur 
Markierung oder Chelatisierung von Erkennungsmolekulen, 
beispielsweise durch Lysin-reiche Sequenzen. 



Geeignete Strukturen sind dem Pachmann bekannt oder durch 
logische Schlussf olgerung aus dem Stand der Technik 
abzuleiten. 
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Dabei weiter bevorzugte Ausfuhrungsf ormen sind erfindungs- 
gemafie Erkennungsmolekule, die folgende Formate umfassen: 
single chain Antikorperf ragment (scFv) , Fv- Fragment , Fab- 
Fragment, F(ab)2-Fragment, Multibody (Dia-, Tria-, Tetrabody) , 
Immunglobulin der Isotypen IgG, IgM, IgA, IgE, IgD Oder deren 
Subklassen, beispielsweise IgGl, oder von Immunglobulinen 
abgeleitete Erkennungsmolekflle, die mindestens eine konstante 
Domane ximfassen. 

In einer bevorzugten AusfOhrxmgsf orm sind die 
erfindungsgemaSen Erkenniingsmolekfile aus einer schweren und 
einer leichten Polypeptidkette zusammengesetzt , wobei die 
Aminosauresequenzen der schweren und leichten Kette jeweils 
eine der oben beschriebenen • Triplettstrukturen umfassen, die 
die CDR Regionen des Antikorpers darstellen, die 
entsprechenden Antikorpergerustsequenzen, die die 

Frameworksequenzen der Antikorper darstellen, xmd 
Zusatzsequenzen, die mindestens eine der konstanten Domanen 
des Antikorperisotyps umfassen. Die beiden Ketten kSnnen 
miteinander kovalente Bindungen eingehen. Die konstanten 
Regionen und variablen Regionen konnen dabei Sequenzen von 
Antikorpern aus einer oder verschiedenen Spezies enthalten. Es 
konnen Teile von konstanten Domanen oder ganze konstante 
Domanen deletiert oder mutiert sein, beispielsweise um die 
Effektorfunktion der Zusatz sequenzen zu verandern, 
beispielsweise die Bindung an Fc-Rezeptoren zu verhindern oder 
zu verbessern. In einer bevorzugten Aus fuhrungs form ist das 
Erkennungsmolekul ein muriner, chimarisierter, humanisierter, 
partiell humaner oder humaner Antikorper oder 
Antikorperf ragment . Die Chimarisierung erfolgt beispielsweise 
durch Verknupfung der variablen Antikorper domanen mit 
konstanten Antikorperdomanen oder Fragmenten der konstanten 
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Domane von Antik6rpern verschiedener Spezies. Bevorzugt sind 
Sequenzen der konstanten Domanen htimaner Antikdrper. 

Die Antikdrpergeriist sequenzen kSnnen so gewahlt werden, dass 
die Sequenzen weitestgehend homolog zu humanen 
Antikorpersequenzen sind. Die Wahl f€ir den Speziesursprung der 
Qerustsequenzen hSngt auch von der Anwendung ab. So werden fur 
eine therapeutische Anwendung in bestiiranten Bereichen 
mSglichst groSe Anteile an humanen Geriist sequenzen bevorzugt, 
vor allem dann, wenn eine human anti-Maus Ant ikorperant wort 
(KAMA) vermieden werden soil. In anderen therapeutischen 
Bereichen ist ein Xenoanteil vorteilhaft, da er das 
Immunsystem in einer zusatzlichen Weise stimuliert. Eine 
Kombination beider ist in einigen Fallen besonders geeignet, 
vor allem dann, wenn in einer Erstimmunisierung ein Xenoanteil 
vorteilhaft und bei spateren Anwendungen ein spezieskonf ormer 
und damit humaner Anteil vorteilhaft ist. 

Bevorzugt ist eine Homologie zu humanen Consensussequenzen, 
wobei fur die variable schwere Kette die HoiHI und fur die 
variable leichte Kette die HuKII bevorzugt wird. Besonders 
bevorzugt ist eine Homologie zu humanen Keimbahnsequenzen, die 
dem Fachmann bekannt sind und zum Beispiel iiber die V BASE 
Datenbank (www.mrc-cpe.cam.ac.uk) zugSnglich sind. 

Die zu verwendenden Techniken und Methoden zur Herstellimg 
dieser Sequenzen sind dem Fachmann bekannt, ebenso ist der 
Fachmann in der Lage, geeignete humane Sequenzen auszuwahlen 
und/oder moglicherweise notwendige Mutationen der Sequenzen 
durchzuf tUiren . 



In einer weiteren Ausfiihrungsf orm sind zusatzlich die 
Triplett sequenzen, die im allgemeinen den Bindungs -Loops (CDR- 
Regionen) entsprechen und die bevorzugt starke Homologien zu 
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den entsprechenden Sequenzbereichen in der humanen Keim- 
balmsequenz haben, diesen schrittweise durch einfache 
Mutationen angeglichen, ohne die spezifische Bindxmg an Core-1 
zu beeintrachtigen. ErkennungsmolekQle mit diesen Sequenzen 
werden hier als partiell hiimane Antikorper Oder 
AntikSrperfragmente bezeichnet. Bevorzugte hiimanisierte 
Sequenzen stellen z.B. die Sequenzen SEQ ID NO. 56 bis 79 bzw. 
SEQ ID NO. 85 bis 94 dar. 

In einer weiteren bevorzugten Ausffihrungsform werden bestiimnte 
Aminosauren der AntikSrpergerCistsequenzen einer Spezies durch 
andere ausgetauscht, um normalerweise weniger immunogene 
Regionen zu generieren. Dies beinhaltet dem Fachmann an sich 
bekannte Technologien, beispielsweise Technologien der 
Humanisierung, beispielsweise CDR-Graf ting. Resurfacing, 
Chain- Shuffling mit Mutationen xand Deinununisierung durch 
Mutation Oder Deletion von humanen MHC Epitopen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm handelt es sich um ein 
vom IgM abgeleitetes Erkenniingsmolekul mit den entsprechenden 
konstanten Domanen eines IgM, bevorzugt humanen Sequenzen. Im 
Sinne der Erfindnung setzten sich Immunglobuline aus der 
schweren Kette und der leichten Kette eines Antikorpers 
zusammen, wobei bevorzugt 2 leichte und 2 schwere Ketten eine 
Einheit darstellen. Immunglobuline des IgM Typs bestehen meist 
aus 5 solchen Einheiten, die zusatzlich zu Disulf idbrdcken 
durch die J- Kette miteinander verknfipft sind. 

In einer besonders bevorzugten Aus ftlhrungs form ist die J-Kette 
nicht vorhanden, wobei es ebenfalls zur Multimerisierung der 
Untereinheiten kommt, wobei hier hexa- und pentamere Struk- 
turen vorliegen konnen. 
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In einer bevofzugten Ausfiihraingsf orm der Erkennungsmolekiile 
handelt es sich um Single chain Antikdrperfragmente umfassend 
eine Triplettstruktur 1 mit entsprechenden oben beschriebenen 
Antikorpergerustsequenzen, die die CDR Regionen des 
Antikorpers und Prameworksequenzen der variablen Domane der 
schweren Kette von Antikorpem darstellen, und eine 
Triplettstruktur 2 mit den entsprechenden oben beschriebenen 
Antikorpergerustsequenzen, die die CDR Regionen des 
AntikSrpers und Prameworksequenzen der variablen DomSne der 
leichten Kette von Antik6rpem darstellen, die kovalent 
miteinander in Form eines Pusionsproteins verknupft sind. 
Hierbei sind die Sequenzen direkt oder durch einen Linker 
miteinander verknupft. Bevorzugt sind hier scFv Formate ohne 
Linker oder mit einem Linker von i bis 9 Aminosauren Lange. 
Diese scFv Antikorper bilden multimere Strukturen 
(beispielsweise Dia-, Tria-, Tetrabodies) , die im Sinne der 
Erfindung auch als Multibodies bezeichnet werden und zeigen 
aufgrund der Multivalenz hohere Aviditat zum Core-1 Antigen. 
Es wurden Core-1 spezifische Erkenniingsmolekdle im scFv Format 
mit verschiedenen Linkerlangen konstruiert (SEQ ID NO. 95 bis 
106) und ihre Bindungscharakteristik im ELISA untersucht. Eine 
schrittweise LinkerverkflrzTing f^ihrte zu einer Erh6hung der 
Bindung an Asialoglykophorin, einem Core-1 tragenden 
Glykoprotein, wie in Abbildung 3 dargestellt . Die besten 
■ Bindungseigenschaf ten zeigten hierbei die Varianten mit der 
SEQ ID NO. 104 und 105. Diese multivalenten Konstrukte im 
Dia/Triabody Format sind besonders bevorzugte Ausfuhrungs- 
formen der Erfindung und sind aufgrund verbesserter pharmako- 
kinetischer Eigenschaf ten tHr die Tumortherapie von Vorteil. 

In einer weiter bevorzugten Ausfuhrungsf orm sind die 
ErkennungsmolekGle fusioniert, chemisch gekoppelt, kovalent 
Oder nicht-kovalent assoziiert mit (i) Immunglobulindomanen 
verschiedener Spezies, (ii) Enzymmolekulen, (iii) 
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Interaktionsdomanen, (iv) Signalsequenzen, (v) 

Fluoreszenzfarbstoffen, (vi) Toxinen, (vii) katalytischen 
Antikorpern, (viii) einem oder mehreren Antikdrpem oder 
Antikorperfragmenten mit anderer Spezifitat, (ix) 
zytolytischen Komponenten, (x) Inimianmodulatoren, (xi) 
Immuneffektoren, (xii) MHC-Klasse I oder Klasse II Antigenen, 
(xiii) Chelatoren zur radioaktiven Markiening, (xiv) 
Radioisotopen, (xv) Liposomen, (xvi). Transmembrandomanen, 
(xvii) Viren und/oder Zellen. AuSerdem k6nnen die 
Erkennimgsmolek^ile insbesondere mit einem Tag fusioniert sein, 
die die Detektion des Erkennxingsmolekfils imd deren 
Aufreinigiing ermdglichen, wie zxam Beispiel ein Myc-Tag oder 
ein His-Tag. Technologien zur Herstellung dieser Konstmkte 
sind dem Pachmann bekannt, ebenso ist der Fachmann in der 
Lage, geeignete Sequenzen xrnd Komponenten auszuwahlen \and mit 
den erfindiingsgemasen Erkennungsmolekulen in geeigneter Weise 
zu verbinden. 



In einer weiteren bevorzugten Ausfiihriingsf orm sind die 
beschriebenen Erkennungsmolekiile auf Antikdrper- oder Anti- 
korperfragment -Basis mit Peptiden oder Proteinen, die nicht 
von Immiinglobulinen abgeleitet sind, fusioniert. 

Beispielsweise wird die Multimerisierungsdomdne eines Nicht - 
Immxinglobulinmolekuls mit einem scPv fusioniert, insbesondere 
das C-terminale Ende der alpha-Kette des C4 Bindungsproteins , 
wie es bei Tonye Libyh M. et al., 1997 beschrieben ist, und 
somit ein multivalentes Erkennungsmolekiil konstruiert. 

In einer weiteren AusfGhrungsform wird ein scPv mit einer 
Transmembrandomane eines Nicht- Immunglobulinmolekuls fusio- 
niert, beispielsweise mit der Transmembrandomane des c-erb B2, 
des h-PDGFR, des hxjmanen Transferrinrezeptors oder des humanen 
Asialoglykoprotein-Rezeptors (Liao et al . , 2000), und somit 
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die Expression von Bindiingsmolek-aien auf der Oberfiache von 
Zellen ermoglicht. 

Eine weitere bevorzugte Ausfiihrxmgsform der Erfindimg ximfasst 
erfindiingsgemafie Erkennimgsmolekiile, die weiterhin Aminosaure- 
sequenzen iimfassen, die spezifisch an Makrophagen oder andere 
Inununeffektor zellen binden. Beispielsweise vunfassen die 
erfindungsgemaSen Erkennungsmolekiile weiterhin eine 

Antikorperbindungsstelle gegen CD64, wodurch es in Form eines 
bispezifiscben Antikdrpers beziehungsweise Antikorperfragments 
(Diabodies) zur Bindung von Makrophagen an Core-1 positive 
Tumorzellen kommt, was zu deren Bekampfung und/oder Zerstorung 
f<ihrt. 



Eine bevorzugte Ausfuhrtmgsf orm der Erfindung betrifft 
radioaktiv markierte Core-1 spezifische Erkennungsmolekule . 
Eine bevorzugte Form sind Erkennungsmolekule auf der Basis von 
Antikorpern oder Antikorperf ragmenten . Eine weitere bevorzugte 
Ausfuhrungsform sind radioaktiv markierte erf indungsgemaSe 
Erkennungsmolekule im single chain Format (einschlieSlich als 
Dia-, Tria-, Tetrabodies) . Weitere bevorzugte Formen sind 
radioaktiv markierte single chain Antikdrperf ragmente und 
ganze Immunglobuline, beispielsweise erf indungsgemaSe chiraare 
Oder humanisierte IgG oder IgM Antikorper oder humanisierte 
Antikdrperf ragmente . Die Erfindung ist selbstverstSndlich 
nicht auf diese Antikdrper, die radioaktive Markierung und 
diese Formate der Antikorper beschrankt. 

Antikorperfragmente wie die bevorzugten multivalenten scFv 
Fragmente insbesondere ohne oder mit sehr kurzem Linker bieten 
gegenuber intakten monoklonalen Antikorpern einen Vorteil fur 
das Targeting von soliden Tumoren. Bei intakten Antikorpern, 
die in Biodistributionsstudien eine spezifische Anreicherung 
im Tumorareal zeigen, fallt bei genauer Untersuchung des 
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T\ainors eine inhomogene Antik6rperverteilung mit vomehmlicher 
Anreicherurig im Randbereich auf . Zentral gelegehe Tmnoranteile 
werden aufgrund von Tumornekrosen, inhomogener Antigen- 
verteilung sowie einem erhohten interstitiellen Gewebedmck 
mit diesen Antik6rperkonstrukten nicht erreicht. Kleinere. 
AntikSrperfragmente zeigen dagegen eine schnelle Tumor- 
markiening, dringen tiefer in den TMmor ein und werden 
gleichzeitig relativ schnell aus der Blutbahn entfernt. Die 
Dissoziationskonstante von monovalenten Antik6rperf ragmenten 
wie Fabs oder scPv ist allerdings oftmals zu niedrig, was in 
einer kurzen Verweildauer an den Tiimorzellen resultiert. 
Deshalb bieten multivalente Antikdrperkonstrukte wie 
Multibodies (Diabodies, Tria/Tetrabodies) , F(ab-)2 und andere 
Minibodies (multivalente \Antik6rperkonstrukte bestehend aus 
der Bindxingsdomane und einer Multimerisierungssequenz, 
beispielsweise scFv und CH3 Domane eines igG) in der 
Tiomortherapie viele Vorteile. Multivalent en Konstrukte im 
Dia/Triabody Format sind bevorzugte Ausf iihrungsf ormen der 
Erfindung tond sind aufgrund verbesserter pharmakokinetischer 
Eigenschaften fur die Tumortherapie von Vorteil und wurden zur 
Verwendung in der Tumortherapie weiter entwickelt. Sie kdnnen 
als Vehikel fiir die spezifische Anreicherung von zum Beispiel 
zytotoxischen Siibstanzen wie caiemotherapeutika oder 
Radionuklide im Tumor verwendet werden. Durch geeignete 
Radionuklidwahl konnen Tumorzellen tiber eine Distanz von 
mehreren Zelldurchmessern abgetatet werden, wodurch auch 
Antigen-negative Tumorzellen in einem Tumorareal erfasst und 
die schlechte Penetration der Antik6rper in solide Tumoren 
zumindest teilweise ausgeglichen werden kSnnen. 

Eine besonders bevorzugte Aus ftihrungs form der Erfindung sind 
radioaktiv-markierten Multibodies - insbesondere wie unter 
Beispiel 9 naher ausgefuhrt -, die besonders vorteilhafte 
pharmakokinetischen Eigenschaften vereinen mit einer in der 
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Kombination gegenixber ganzen Iirantinglobulinen xind . scFv 
verbesserten Tumorre tent ion, Tiamorpenetration, Seinimhalbwerts- 
zeit tind Serum zu Tximor-Verteilaingsverhaitnis. Weitere 
Vorteile sind die hohe Aviditat und die bakterielle 
Expression, die es erlaiibt, kostengiinstig diese Erkennimgs- 
molekdle herzustellen. Damit eignet sich dieses besondere 
Format der erf indungsgemaSen Erkennxingsmolekule vorteilhaf ter- 
weise bevorzugt far die Behandliing von kleinen Primartxamoren, 
Metastasen tind minimal residual Erkrankungen . 

Eine bevorzugte AusfOhrungsf orm der Brfindung sind nicht 
radioaktiv markierte Erkennungsmolekaie . Eine bevorzugte Form 
hierbei sind Erkennungsmolekaie auf der Basis von Antikorpern 
Oder Antikorperfragmenten. 

Eine besonders bevorzugte Ausfuhrungsf orm sind chimare und 
humanisierte Immunglobuline auf der Basis von IgM Molekiilen 
zur Inhibition der Lebermetastasierung und zur Bekampfung 
residualer Tumorzellen. 



Weitere bevorzugte Ausfuhrxmgsf ormen sind toxin- Oder 
Zytostatika-gekoppelte erf indtmgsgemaSe chimarisierte Oder 
humanisierte IgG und IgM basierte Erkennungsmolektile und im 
Besonderen Multibodies (Dia- Tria-, Tetrabodies) mit besonders 
vorteilhaften pharmakokinetischen Eigenschaf ten wie oben 
ausgef uhrt . 

Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform sind Liposomen, die 
beispielsweise mit Toxinen oder Zytostatika beladen sind, und 
die auf ihrer Oberflache erf indungsgemase Erkennungsmolekiile 
tragen . 
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Der Fachmann ist in der Lage, geeignete Radioisotope, Toxine 
und Zytostatika auszuwahlen. Geeignete Techniken, Verfahren, 
Dosierungen und Pormuliervingen sind dem Fachmann bekannt. 

Eine weitere bevorzugte Ausfiihrungsf orm der Erfindung sind 
Effektorzellen des Immiinsystems, auf deren Oberfiache 
erfindungsgemaSe Erkennungsmolekdle gebunden sind, die die 
Effektorzellen zu Core-1 tragenden Tumorzellen 

dirigieren/adressierea und dadurch deren Bek&npfung tand/oder 
ZerstSren vermitteln. Bevorzugte Effektorzellen sind 
Makrophagen, dendritische Zellen und NK-Zellen, die aus dem 
Patienten gewonnen werden vmd ex vivo mit den 
Erkennungsmolek-aien gekoppelt werden. Weiter bevorzugt sind 
Zelllinien dieser Zelltypen. Die Kopplung erfolgt 
beispielsweise durch bispezif ische Erkennungsmolekule, die 
neben den Core-l spezifischen Anteilen weiterhin Aminosauren 
umfassen, die eine Bindung an die Effektorzellen vermitteln. 
Beispielsweise sind dies bispezif ische Antikorper, 
Komplementanteile Oder konstante DomSnen von Antikorpem. 

Eine weiter bevorzugte Aus fuhrimgs form sind hierbei 
Makrophagen aus dem Patienten, die nach Gewinnung mit einem 
bispezifischen Antikorper beispielsweise in Form ganzer 
Antikorper, bevorzugt chemisch gekoppelter Fab-Pragmente oder 
weiter bevorzugt Diabodies, die zum einen CD64 erkennen und 
zum anderen erf indungsgemSS Core-1 spezifisch sind. Diese 
Makrophagen, die fiber die CD64 Spezifitat die bispezifischen 
Erkennungsmolekfile tragen, werden dem Patienten in einer 
geeigneten Formulierung wieder zugefuhrt, urn den Core-1 
positiven Tumor zu bekampfen. Die hierzu verwendeten Techniken 
und die geeigneten Verfahren, Dosierungen und Formulierungen 
sind dem Fachmann bekannt. Eine weiter bevorzugte 
Ausfmirungsform sind Makrophagen aus dem Patienten, die nach 
CSewinnung mit einem erf indungsgemaSen Core-1 spezifischen 
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Antikorper oder Antikoperf ragment , die den konstanten Teil 
eines Antikorpers \imfassen, der an Makrophagen tiber die an 
sich bekannten Fc-Rezeptoren bindet. Dabei k6nnen die 
Erkennxingsmolekflle entweder als gatnze Jtoitikdrper, bevorzugt 
chimare oder hiomanisierte IgG oder IgM, oder als 
Antikorperfragment, beispielsweise scPv, Fab oder Multibodies 
in Form eines Fusionsproteins oder chemisch gekoppelt mit dem 
dem Fachmann bekannten Teil der konstanten Domane von 
Antikorpem, an die Makrophagen binden. Diese die 
Erkennxingsmolekule tragenden Makrophagen werden dem Patienten 
in einer geeigneten Formulierung wieder zugefuhrt, um den 
Core-1 positiven Tumor zu bekairrpfen. Die hierzu verwendeten 
Techniken und die geeigneten Verfahren, Dosieriingen und 
Forraulierrangen sind dem Fachmann bekannt. 

Eine weiter bevorzugte Aus fiihrungs form sind Zelllinien oder 
Zellen aus dem Korper wie die oben beschriebenen 
Effektorzellen, die mit Molekiilen transfiziert werden, die 
erfindxingsgemaSe Core-1 spezifische Erkennungsmolekule und 
weiterhin Elemente umfassen, die eine Expression und eine 
Verankerung in der Membran bewirken, beispielsweise 
transmembrane Dom&ae, und die Aktivierung der Effektorzellen 
bei Kontakt mit einer Core-1 tragenden Tumorzelle vermitteln. 
Die entsprechenden Elemente sind dem Fachmann bekannt. 
Beispielsweise wird eine dendritische Zelllinie mit einem 
Vektor transfiziert, der ein ErkennungsmolekGl iimfasst, das 
ein erfindungsgeraaiSes scFv oder Multibody und eine 
Transmembrandomane und eine aktivierende Domane umfasst. In 
einem anderen Beispiel werden dazu Makrophagen viral 
transfiziert. Diese die Erkennungsmolekule tragenden 
Effektorzellen werden einem Patienten in einer geeigneten 
Formulierung zugefuhrt um den Core-1 positiven Tumor zu 
bekampfen. Die hierzu verwendeten Techniken \and die geeigneten 
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Verfahren, Dosierungen und Formulieriingen sind dem Fachmann 
bekannt . 

Die Erfindung betrifft auch Nukleinsauremolekaie , die ein Oder 
mehrere genetische Sequenzen limfassen, die mindestens eines 
der oben beschriebenen erf indungsgeraaSen Erkeim\ingsmolek<ile 
xind/oder Konstrvikte kodieren. Aufgrund des degenerierten 
genetischen Codes kSnnen diese Niikleinsauremolekaie sehr 
unterschiedliche Sequenzen haben. Die Wahl -der Codons ist 
ebenfalls von der Zelie abhSngig, die far die Herstellung des 
ErkennungsmolekCils verwendet wird, da in unterschiedlicben 



unterschiedliche Codons bevorzugt werden und die Expressions- 
rate stark beeinflusst werden kann, beispielsweise sind die in 
e-ukaryontischen Genen bevorzugt verwendeten Codons AGA und AGG 
fur Arginin in Bakterien nur selten vertreten. Hier treten die 
Codons CGC und CGU deutlich haufiger auf. Das erf indungsgemaJSe 
Nukleinsauremolekfil ist in bevorzugten Ausfuhrxingsf ormen eine 
genomische DNA, eine cDNA und/oder eine RNA. Die Kriterien zur 
Wahl geeigneter Codons und die Herstellung eines geeigneten 
Niikleinsauremolekais sind dem Fachmann bekannt. 

Weiterhin betrifft die Erfindung Vektoren zur Expression der 
Erkennoingsmolekule insbesondere in Zellen. Unter einem Vektor 
versteht man im Sinne der Erfindung ein erf indungsgemaBes 
Nukleinsauremolekfll, das zur Expression des Erkennungsmolekfils 
dient und das eine Nukleinsauresequenz, die ein oder mehrere 
genetische Sequenzen umfasst, die mindestens eines der oben 
beschriebenen Erkennungsmolekille kodieren, und insbesondere 
mindestens einen Promoter umfasst, der die Ea^ression des 
Erkennungsmolekais bewirkt. Vektoren konnen dabei 
selbstverstandlich weitere Elemente timfassen, die dem Fachmann 
bekannt sind und die beispielsweise der Vermehrung von 
Vektoren zur Herstellung in geeigneten Zellen xind zur 
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Klonierung dienen. Die Nukleinsauresequenzen kSnnen auf einem 
Oder mehreren Vektoren vorliegen, beispielsweise wird in einer 
bevorzugten Ausfuhrungsf orm die schwere Kette eines erfin- 
dungsgemaSen Inununglobulins durch einen und die leichte Kette 
durch einen anderen Vektor kodiert. In einer weiteren 
bevorzugten AusfOhrungsf orm der Erfindtmg sind die variable 
Domane der leichten Kette und die variable Domane der schweren 
Kette auf dem gleichen Vektor unter einem Promotor als 
Fusionsprotein kodiert. Aufierdem kdnnen im Sinne der Erfindung 
Nukleinsauresequenzen, die Telle eines Erkennungsmolekftls 
kodieren, durch unterschiedliche dem Fachmann bekannte 
Promotoren exprimiert werden. in einer weiteren 
Ausfuhrungsform kSnnen die unterschiedlichen Nuklein- 
sauresequenzen auf einem gemeinsamen Vektor liegen. Dabei kann 
jede Sequenz durch einen eigenen, gleichen oder 
unterschiedlichen, Promotor exprimiert werden oder die 
Sequenzen konnen in einem bicistronischen Vektor unter einem 
Promotor vorliegen. Bevorzugt werden durch die unterschied- 
lichen Promotoren unterschiedliche Expressionsraten der Telle 
der Erkennungsmoleklaie erreicht, die eine Bildung des gesamten 
Erkennungsmolekuls gegeniiber einer gleichen Escpressionsrate 
der verschiedenen Telle verbessert. Weiterhin bevorzugt werden 
Promotoren verwendet, die induzierbar sind, urn eine Expression 
des Erkennungsmolekflls zu verbessem. Besonders bevorzugt 
umfassen die Vektoren weiterhin andere dem Fachmann bekannte 
regulatorische Elemente, beispielsweise Enhancer, die die 
Expression des Erkennungsmolekuls oder Telle davon verstarken, 
beispielsweise der CMV Enhancer oder Immunglobulin-Enhancer- 
Sequenzen. Bevorzugt umfassen die NukleinsauremolekGle imd 
Vektoren zusatzlich Nukleinsauresequenzen, die als 
Signal sequenzen zur Sekretion des Erkennungsmolekfils oder 
Teilen davon dienen, die dem Fachmann an sich bekannt sind, 
beispielsweise PelB, OmpA oder MalE fur prokaryontische 
Zellsysteme bzw. das Signalpeptid des T-Zellrezeptors, der 
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Immunglobulinketten, des t-PA oder EPO fur eukaryontische 
Zellsysteme [Boel et al . , 2000; Herrera et al., 2000]. Dies 
erleichtert vorteilhaf terweise die Reinigung iind/oder 
verbessert die Ausbeute der Erkenntingsmolekule . Die Verfahren 
zur Herstellxmg der oben beschriebenen NukleinsSuren und 
Vektoren, geeigneter Promotoren, Enhancer und Vektorkonstrukte 
sowie die Kriterien zu deren Wahl sind dem Fachmann bekannt 
und werden in den Beispielen nSher eriautert. 

In einer besonderen AusfOhrungsform der Erfindung umfasst der 
erfindungsgemase Vektor weiterhin NxikleinsSuresequenzen, die 
fftr virale Proteine kodieren. Als eine besondere Form eines 
Vektors wird dabei der Virus selbst bezeichnet, dessen 
genetisches Material eine Nukleinsauresequenz umfasst, die fiir 
ein erfindungsgemaSes Erkennungsmolekul kodiert . In einer 
bevorzugten Form ist das Erkennungsmolekul ein Fusionsprotein 
mit einem Virushullprotein oder Teilen davon, das es 
erm6glicht, dass nicht nur das genetische Material die 
Nukleinsauresequenz des Erkennungsmolekul s umfasst, sondem 
auch das Erkennungsmolekul selbst auf der OberflSche des Virus 
bindungsaktiv vorliegt, beispielsweise ein erf indungsgeraaSes 
scFv Erkennungsmolek<il als Fusionsprotein mit einem 
Hullprotein von fur gentherapeutische Anwendungen geeigneten 
Adenoviren, Poxviren oder Vacciniaviren . Dies vermittelt die 
Adressierung des Virus zu einer Core-1 exprimierenden 
Tumorzelle, wodurch es zur E3qpression des Erkennimgsmolek^ils 
in der Txamorzelle kommt. Dies kann zur Expression des 
Erkennungsmolekflls in vivo im Organismus oder in vitro in der 
Zellkultur verwendet werden. Bevorzugt werden dabei bekannte 
Systeme verwendet, die einen Helfervirus zur Replikation 
verwenden, um beispielsweise die Sicherheit eines diesen 
Vektor umfassenden gentherapeutischen Verfahrens zu gewahr- 
leisten. Die Verfahren zur Herstellung der beschriebenen 
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viralen Vektoren, zur Infektion und Expression der 
Erkennimgsmolekule sind dem Fachmann bekannt. 

In einer weiteren besonderen Ausfiiliningsform umfasst der 
erfindungsgemaSe Vektor ein Pusionsprotein aus einem 
erf indiingsgemaSen Erkennxingsmolekiil xind einem Protein oder 
Peptid, das spezifisch an ein Virus bindet. Die gewonnenen 
Erkeimungsmolekflle kSnnen so mit Vorteil zur Adressierung des 
Viarus an eine Core-1 exprimierende Zelle verwendet werden. So 
kann z.B. der Transfer des genetischen Materials uber 
Infektionen vermittelt werden, wodurch es ermoglicht wird, 
spezifische Molekule, die durch das genetische Material des 
Virus kodiert werden, in den Zellen in vivo im Organismus in 
Form einer Gentherapie oder in vitro in der Zellkultur zu 
escprimieren . 

Weiterhin betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Gewinnung 
der Erkennungsmolekiile umfassend das Einbringen von ein oder 
mehreren erf indungsgemafien Vektoren, die ein oder mehrere 
erfindungsgemaSe Nukleinsauremolek-ule enthalten, in eine 
geeignete Wirtszelle, die Kultivierung dieser Wirtszelle unter 
geeigneten Bedingungen und die Bereitstellung von ein oder 
mehreren Erkennungsmolekiilen aus den Zellen oder dem 
Kulturmedium. Unter dem Begriff ^Einbringen von ' Vektoren^ 
versteht man im Sinne der Erfindung dem Fachmann an sich 
bekannte Technologien mit denen der Vektor in eine Wirtszelle 
gebracht wird, beispielsweise Elektroporation, Transfektion 
xmter Verwendxing kationischer Lipide oder Infektion tmd dort 
transient oder stabil verbleibt. Unter dem Begriff „Bereit- 
stellung von einem oder mehreren Erkennungsmolekiilen" versteht 
man im Sinne der Erfindung dem Fachmann an sich bekannte 
Technologien mit denen die wahrend des Kultivierungsprozesses 
exprimierten Erkennungsmolekule aus dem Kulturuberstand- 
tmd/oder Zellen gewonnen werden, beispielsweise unterschied- 
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liche proteinchemische Reinigungsschritte bei spiel sweise 
Fraktionierung, Konzentrierung, pailungen, und/oder Chromato- 
graphie. Die in dem Verfahren zu verwendenden Techniken imd 
Methoden sind dem Fachmaim bekaimt, ebenso ist der Fachmann in 
der Lage, geeignete Wirtszellen void Kultiviertingsbedingungen 
sowie Methoden zur Bereitstellung aus den Zellen und/oder dem 
Kulturflberstand auszuw^hlen. Hierbei wShlt der Fachmann 
beispielsweise, wie bereits oben ausgefuhrt, 

Ntikleinsauresequenzen mit geeigneten Codons xind 

Promotorsequenzen abgestimmt auf die Wirtszelle, tim eine 
moglichst starke Expression von aktiven ErkennimgsmolekCllen zu 
gewinnen. In einer bevorzugten Ausf^ihrungsf orm verwendet der 
Fachmann bespielsweise af f initatschromatographische Schritte, 
beispielsweise Chromatographic an Protein A oder Protein G 
Oder Protein L oder beipielsweise Metallionen- 
Affinitatschromatographie <iber einen zusatzlich eingefugten 
His-Tag. In den Beispielen ist dies beispielhaft naher 
ausgefuhrt . 

Der Begriff "Gewinnxing" umfasst neben den zuvor explizit 
genannten Schritten auch zusatzliche Schritte, wie etwa 
Vorbehandlungen des Ausgangsstof f es oder Weiterbehandlxingen 
des Endproduktes . Vorbehandlungsverf ahren sind an sich dem 
Fachmann bekannt. Weiterbehandlungsverf ahren umfassen neben 
den oben beschrieben Bereitstellungsverf ahren beispielsweise 
auch die endgflltige Zusammensetz\ingen und/oder Formulierung 
des mit dem Herstellungsverf ahren gewonnenen Erkennungs- 
molekflls in geeigneten Verwendungs- und/oder Darreichungs- 
formen. Die Art der Verwendungs- oder Darreichungsform, z.B. 
L6sung, Lyophilisat oder Tablette, hangt hierbei von der 
beabsichtigten Verwendung ab. Dem Fachmann ist hierbei 
bekannt, welche Darreichungsform sich fur welchen 
Verwendungszweck eignet. Je nach Darreichungsform kann das 
durch das erf indungsgemaSe Verfahren hergestellte 
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Erkennungsmolekul zusammen mit Hilfs-, Trager- oder weiteren 
Wirkstoffen vorliegen, Hilfsstoffe sind hierbei vorzugsweise 
Adjuvantien, weitere Wirkstoffe, vorzugsweise 

inununstimulatorische Molekule, wie Interleukine . Das mit dem 
erf indungsgemaSen Verfahren hergestellte Erkenntingsmolekfll 
kann auch in Weiterbehandlungsschritten chemisch modifiziert 
werden, Vorzugsweise wird das Erkennungsmolekiil hierbei mit 
einem oder mehreren weiteren Molekulen in geeigneter Weise, 
d.h. durch chemische oder physikalische Interaktion, 
verbunden. Als weitere Molekule im Siime der Erfindung dienen 
bevorzugt anderen Proteine oder Peptide, die mit dem durch das 
erf indungsgemaSe Verfahren hergestellten Erkennungsmolekul 
kovalent oder nicht-kovalent verknupft werden, beispielsweise 
um bispezif ische Erkennungsmolekule herzustellen, indem ein 
erf indungsgemaSes Erkennungsmolekul, das spezifisch das Core-1 
Antigen erkennt, mit einem zweiten Molekul verknupft' wird, das 
beispielsweise eine Immunef f ektorzelle (beispielsweise 
Makrophage , NK-Zellen, Dendrit ische Zellen) spezifisch bindet 
Oder beispielsweise eine Verkniipfung mit Interleukinen 
(beispielsweise IL-2, IL-7, IL-12, IL-15) , Chemokinen oder 
Wachstumsfaktoren, wodurch iiber die Wirkung dieser Molekule 
uber die Bindung des erf indungsgemalSen Erkennungsmolekul s 
Immunef fektoren an die Core-1 positiven Txamorzellen dirigiert 
werden und diese beispielsweise bekampfen xind/oder zerstoren. 
Diese weiteren Molekule oder Telle davon konnen wie bereits 
weiter oben beschrieben auch Teil des Erkennungsmolekul s 
selbst sein und werden in diesem Pall nicht uber die hier 
beschriebenen chemischen oder physikalischen Methoden nach der 
Expression des Erkennungsmolekul s verknupft. Unter 
„ Immunef fektoren** versteht man im Sinne der Erfindung solche 
Kon^onenten der Erfindung die direkt oder indirekt eine 
Bekampfung und/oder Zerstorung von Core-1 positiven 
Tumorzellen bewirken konnen, beispielsweise Immunef fektor- 
zellen, wie beispielsweise Makrophagen, NK-Zellen, 
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Dendritische Zellen, oder Ef f ektormolekule, wie beispielsweise 
Proteine oder Peptide des Komplementsystems . Als weitere 
Molekule im Rahmen des erf indiingsgemaSen Verfahrens sind 
besonders Substanzen geeignet, die eine therapeutische oder 
diagnostische Wirkxing entfalten, beispielsweise Radioisotope 
Oder Toxine. Diese Sxibstanzen werden uber an sich bekaimte 
Verfahren mit den ErkennungsraolekQlen verknflpft, beispiels- 
weise werden Radioisotope entweder direkt eingelagert 
(beispielsweise lod) oder Ober einen kovalent gekoppelten 
Chelator (beispielsweise Yttrium, Indium, Bismut) gebunden. 
Die Schritte des Weiterbehandlungsverf ahrens sind dem Fachmann 
bekannt . 



Die zur Expression der Erkennungsmolekule erf indungsgemaS 
verwendeten Zellen konnen prokaryontische oder eukaryontische 
Zellen sein, beispielsweise Bakterien- , Hefe- (bevorzugt 
S.cerevisiae oder P.pastoris) , Insekten- (D.melanogaster) , 
Pflanzen-, Saugerzellen (bevorzugt Hamster-, Maus- oder humane 
Zelllinien) oder Organismen wie transgene Tiere und Pflanzen. 
Vorzugsweise werden zur Expression der erf indungsgemaSen 
Erkennungsmolekiile in einem prokaiyontischen System E.coli und 
zur Expression in einem eukaryontischen System die 
Saugerzelllinien NSO, SP2/0, CHO-Kl, CHOdhf r- , COS-1, COS-7, 
HEK293, K562, Namalwa oder Percy 6 verwendet . 

Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung Wirtszellen, die 
durch das oben beschriebene Verfahren hergestellt wurden und 
mit Hilfe derer erf indimgsgemaEe Erkennungsmolekule herge- 
stellt werden kSnnen. Selbstverstandlich konnen die 
Wirtszellen Teil eines Klons sein oder ihn selber darstellen. 
Die Erfindung betrifft auch Organismen, die erf indungsgemaSe 
Wirtszellen umfassen. Die zu verwendenden Techniken und 
Methoden zur Herstellung dieser Organismen sind dem Fachmann 
bekannt . 
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Die Erfindung betrifft weiterhin Zusammensetziingen fUr 
therapeutische, prophylaktische oder diagnostische Zwecke 
umfassend mindestens ein erf indungsgemaiSes Erkennungsmolekiil 
in einer geeigneten, insbesondere einer pharmazeutisch 
geeigneten Form oder Zusairanensetzung. Die pharmazeutische 
ZusammensetzTing tunfaSt insbesondere zusatzliche Stbffe xind 
Substanzen, beispielsweise medizinische und/oder pharma- 
zeutisch- technische Hilfsstoffe. Im Sinne der Erfindiing gel ten 
als Arzneimittel sowohl solche pharmazeutischen Zusammen- 
setzungen, die fxir therapeutische und prophylaktische Zwecke 
verwendet werden, als auch solche pharmazeutischen Zusammen- 
setzungen, die in vivo als Diagnostikum eingesetzt werden. In 
einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orm handelt es sich um 
Zusairanensetzungen fiir die ex vivo Diagnostik die zusatzliche 
Stoffe und Substanzen enthaiten k6nnen. Diese Ausfuhrungsf orm 
ist unter der Beschreibung fiir die Diagnostika naher 
ausgef uhrt . 

„Arzneimittel oder pharmazeutische Zusammensetzungen" , die 
vorliegend synonym verwendet werden, sind erf indungsgemSlS 
Stoffe xind Zubereitungen aus Stoffen, die dazu bestimmt sind, 
durch Anwendung am oder im menschlichen K6rper Krankheiten, 
Leiden, Korperschaden oder krankhafte Beschwerden zu heilen, 
zu lindern oder zu verhiiten. Medizinische Hilfsstoffe sind 
erfindungsgeraaS solche Stoffe, die zur Produktion als aktive 
Ingredienzien von Arzneimitteln eingesetzt werden. 
Pharmazeutisch-technische Hilfsstoffe dienen der geeigneten 
Pormulierung des Arzneimittels oder der- pharmazeutischen 
Zusammensetz\ing \md konnen sogar, sofem sie nur wahrend des 
Herstellungsverfahrens benotigt werden, anschlieSend entfernt 
werden oder kdnnen als pharmazeutisch vertragliche TrSger Teil 
der pharmazeutischen Zusammensetzung sein. Beispiele fur 
pharmazeutisch vertragliche Trager sind nachstehend 
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aufgefmirt. Die Arzneimittelf onnulierung oder Formulierung. der 
pharmazeutischen Zusammensetzving erfolgt gegebenenf alls in 
Kombination mit eineiti pharmazeutisch vertraglichen Trager 
und/oder Verdiinnungsmittel . Beispiele ffir geeignete 
pharmazeutisch vertrSgliche TrSger sind dem Pachmann bekannt 
und umfassen z.B. Phosphat-gepuf f erte Kochsalzldsungen, 
wasser, Emulsionen wie z.B. 6l/Wasser-Emulsionen, verschiedene 
Arten von Detergenzien, sterile L6sungen, etc. Arzneimittel 
Oder pharmazeutische Zusammensetzungen, die solche TrSger 
umfassen, konnen mittels bekannter konventioneller Methoden 
formuliert werden. Diese Arzneimittel oder pharmazeutischen 
Zusammensetzungen k6nnen einem Individuum in einer geeigneten 
Dosis verabreicht werden, z.B. in einem Bereich von l^g bis 10 
g an Erkennungsmolekulen pro Tag und Patient Bevorzugt werden 
dabei Dosen von 1 mg bis l g. Die Verabreichung kann auf 
verschiedenen Wegen erfolgen, beispielsweise intraven6s, 
intraperitoneal , intrarekt al , intragastrointest inal , 

intranodal, intramuskular, lokal, beispielsweise in den Tumor, 
aber auch subkutan, intradermal oder auf der Haut oder <iber 
die Schleimhaute. Die Verabreichung von NukleinsSuren kann 
auch in Form von Gen-Therapie geschehen, beispielsweise iiber 
weiter oben beschriebene virale Vektoren. Die Art der 
Dosierung und des Verabreichungsweges kann vom behandelnden 
Arzt entsprechend den klinischen Faktoren bestimmt werden. Es 
ist dem Pachmann bekannt, dass die Art der Dosierung von 
verschiedenen Faktoren abhSngig ist, wie z.B. der GrSSe, der 
Kflrperoberfiache, dem Alter, dem Geschlecht oder der 
allgemeinen Gesundheit des Patienten, aber auch von dem 
speziellen Mittel, welches verabreicht wird, der Dauer und Art 
der verabreichung und von anderen Medikamenten, die 
mflglicherweise parallel verabreicht werden. 

Die pharmazeutischen Zusammensetzungen oder das Arzneimittel 
umfasst insbesondere eine pharmakologische Substanz, die ein 
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Oder mehrere erf indungsgemaSe Erkennungsmolekule oder/und 
diese kodierende Nukleinsauremolekule in einer geeigneten 
Losung oder Verabreichungsf orm enthalt . Diese konnen entweder 
alleine mit den entsprechenden \anter Arzneimitteln oder 
pharmazeutischen Zusanmiensetztingen beschriebenen Hilfsstoffen 
Oder in Kombination mit einem oder mehreren Adjuvant ien, 
beispielsweise QS-21, GPl-OlOO oder andere Saponine, Wasser-6l 
Emulsionen wie beispielsweise Montanide Adjuvantien, 
Polylysin, Polyargininverbindtingen, DNA-Verbindungen wie 
beispielsweise CpG, Detox, bakterielle Vakzine wie 
beispielsweise Thyphus vakzine oder BCG- Vakzine, und/oder einem 
anderen geeigneten Stoff zur Wirkungsverstarkung verabreicht 
werden; vorzugsweise immunstiraulatorische Molekflle, wie 
Interleukine, beispielsweise IL-2, IL-12, lL-4 und/oder 
Wachstumsfaktoren, beispielsweise GM-CSF. Diese werden in 
bekannten Methoden mit den erf indungsgemaSen 

Erkennungsmolekulen gemischt und in einer geeigneten 
Formulierung und Dosierung verabreicht. Formulierungen, 
Dosierungen und geeignete Komponenten sind dem Fachmann 
bekannt - 



Die pharmazeutische Zusairanensetzung oder das Arzneimittel kann 
selbstverst&idlich auch eine Kombination von 2 oder mehreren 
der erfindungsgemafien pharmazeutischen Zusammensetzungen oder 
Arzneimittel sein, sowie eine Kombination mit anderen 
Arzneimitteln, Tumorvakzinen oder Tumorbehandlungen, wie 
beispielsweise Antik6rpertherapien, Chemotherapien oder 
Radiotherapien, die auf eine geeignete Weise zeitlich 
gemeinsam oder getrennt verabreicht beziehungsweise angewandt 
werden. Herstellxmg der Arzneimittel oder pharmazeutischen 
Zusammensetzungen erfolgt nach an sich bekannten Methoden. 



Arzneimittel oder pharmazeutischen Zusammensetzungen 
1 insbesondere zur Behandliuig von Core-1 positiven 
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Tumorerkrankungen eingesetzt werden, wie beispielsweise 
Mammakarzinome, Zervikalkarzinome, Ovarialkarzinome, Colon- 
karzinome, Gastrointestinalkarzinome, Pankreaskarzinome, 

Limgenkarzinome, Prostatakarzinome. zu diesen 

Tumorerkrankungen konnen auch Core-1 und/oder Core-2 positive 
Txomorerkrankungen gehdren. Die Behandlung geht beispielsweise 
gegen Primartumoren, minimal residuale Tumorerkrankungen, 
Relapses und/oder Metastasen. Die Behandlung der Tumoren kann 
auch als adjunvante Behandlung erfolgen. Die Verwendung der 
Arzneimittel kann auch zur Prophylaxe von Core-l positiven 
Tumorerkrankungen erfolgen. Die prophylaktische Anwendung 
zielt beispielsweise auf eine Prophylaxe des Tumors sowie von 
Metastasen. Die Tumormittel werden in einer geeigneten Form 
nach bekannten Methoden verabreicht. Eine bevorzugte Variante 
ist die Injektion beziehungsweise Verabreichung der 
Arzneimittel intravenos, lokal in Korperkavitaten, 

beispielsweise intraperitoneal , intrarektal , 

intragastrointestinal, lokal beispielsweise direkt in den 
Tumor, Organe oder LymphgefaSe (intranodal) , aber auch 
subkutan, intradermal oder auf der Haut, intramuskular . 
Verabreichungsarten konnen bevorzugterweise auch kombiniert 
werden, wobei sie an verschiedenen Behandlungstagen oder an 
einem Behandlungstag verabreicht werden konnen. Dabei konnen 
erfindungsgemas auch 2 oder mehrere der erf indungsgemafien 
Arzneimittel oder pharmazeutischen Zusammensetzungen 
kombiniert werden oder eine oder mehrere erf indungsgemSSe 
Arzneimittel mit ein oder mehreren Arzneimitteln oder 
Tumorbehandlungen, " wie beispielsweise AntikSrpertherapien, 
Chemotherapien oder Radiotherapien, die zeitlich gemeinsam 
Oder getrennt verabreicht beziehungsweise angewandt werden. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur 
Herstellung eines Arzneimittels oder einer pharmazeutischen 
Zusammensetzung umfassend die Schritte der Herstellung von 
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Erkennungsmolekfllen und weiterhin umfassend den Schritt der 
Formulierung der erf indxingsgemaSen Erkeimiingsmolekiile in 
pharmazeutisch vertraglicher Form. Die hierfur bevorzugten 
erfindungsgemaSen Erkenniingsmolek<ile sind weiter oben als 
Ausfuhrvingsformen zur Behandlung von Tumorerkrankxingen und 
Prophylaxe, sowie weiter iinten vaiter in vivo Diagnostika naher 
beschrieben . 

Die erfindungsgemalSen Erkennungsmolektile xind durch das 
erfindungsgemaSe Verfahren hergestellten Stoffe und 
Zusammensetziingen konnen demgemas bevorzugt zur Prophylaxe, 
Diagnose, Verlauf skontrolle und/oder Behandltmg von 
Tumorerkrankungen verwendet werden. Die Verwendung der 
ErkennungsmolekGle, der Vektoren und/oder des Arzneimittels 
Oder der pharmazeutischen ZusammensetzTong zur Prophylaxe 
und/oder Behandlung von Krebserkrankungen, einschlieSlich 
Tumoren und Metastasen ist weiterhin bevorzugt. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm ist die Krebserkrankung 
Oder der Tumor, die/der behandelt oder verhindert wird, 
ausgewahlt aus der Gruppe von Krebserkrankungen oder 
Tumorerkrankungen des Hals-Nasen-Ohren-Bereichs, der Lunge, 
des Mediastinums, des Gastrointestinaltraktes, des 
Urogenitalsystems, des gynakologischen Systems, der Brust, des 
endokrinen Systems, der Haut, Knochen- und Weichteilsarkomen, 
Mesotheliomen, Melanomen, Neoplasmen des zentralen 
Nervensystems, Krebserkrankungen oder Tximorerkrankungen im 
Kindesalter, Lymphomen, LeukSmien, paraneoplastischen 
Syndromen, Metastasen ohne bekannten Primartumor (CUP- 
Syndrom) , peritonealen Karzinomastosen, Immunsuppression- 
bezogenen MalignitSten xind/oder Tumor-Metastasen. 



Insbesondere kann es sich bei den Tumoren urn folgende 
Krebsarten handeln: Adenokarzinom der Brust, der Prostata und 
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des Dickdarms; alle Formen von Lungenkrebs, der von den 
Bronchien ausgeht; Knochenmarkkrebs , das . Melanom, das Hepatom, 
das Neuroblastom; das Papillom; das Apudom, das Choristom, das 
Branchiom; das maligne Karzinoid-Syndrom; die Karzinoid- 
Herzerkrankung; das Karzinom (z.B. Walker-Karzinom, 
Basalzellen-Karzinom, basosquamdses Karzinom, Brown-Pearce- 
Karzinom, diiktales Karzinom, Ehrlich- Tumor, in situ-Karzinom, 
Krebs-2 -Karzinom, Merkel-Zellen-Karzinom, Schleimkrebs, nicht- 
kleinzelliges Bronchialkarzinom, Haferzellen- Karzinom, 

papillares Karzinom, szirrhoses Karzinom, bronchiolo- 
alveoiares Karzinom, Bronchiai-Karzinom, 

Plattenepithelkarzinom und Transitionalzell-Karzinom) ; 

histiocytische Funktionsstorung; Leukamie (z.B. in 
Zusammenhang mit B-Zellen-LeukSmie, Gemischt-Zellen- Leukamie, 
Nullzellen-Leukamie, T-Zellen- Leukamie, chronische T-Zellen- 
Leukamie, HTLV-II-assoziierte Leuktmie, akut lymphozytische 
Leukamie, chronisch-lymphozythische Leukamie, Mastzell- 
Leukamie und rayeloische Leukamie); maligne Histiocytose, 
Hodgkin-Krankheit, non -Hodgkin- Lymphom, solitarer 

Plasmazell tumor; Re ti cul oendo thel iose, Chondroblastom; 

Chondrom, Chondrosarkora; Fibrom; Fibrosarkora; Riesenzell- 
Tumore; Histiocytom; Lipom; Liposarkom; Leukosarkom; 
Mesotheliom; Myxom; Myxosarkom; Osteom; Osteosarkom; Ewing- 
Sarkom; Synoviom; Adenof ribrom; Adenolymphom; Karzinosarkom, 
Chordom, Craniopharyngiom, Dysgerminom, Hamartom; Mesenchymom; 
Mesonephrom, Myosarkom, Ameloblastom, Cementom; Odontom; 
Teratom; Thymom, Chorioblastom; Adenokarzinom, Adenom; 
Cholangiom; Cholesteatom; Cylindrom; Cystadenocarcinom, 
Cystadenom; Granulosazell tumor; Gynadroblastom; Hidradenom; 
Inselzelltumor; Leydig-Zelltumor; Papillom; Sertoli-Zell- 
Tumor, Thekazell tumor, Leiomyom; Leiomyosarkom; Myoblastom; 
Myom; Myosarkom; Rhabdomyom; Rhabdomyosarkom; Ependynom; 
Ganglioneurom, Gliom; Medulloblastom, Meningiom; Neurilemmom; 
Neuroblastom; Neuroepitheliora, Neurofibrom, Neurom, 
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Paragangliom, nicht-chromaf fines Paragangliom, Angiokeratom, 
angiolymphoide Hyperplasie mit Eosinophilie; sclerosierendes 
Angiom; J^giomatose; Glomangiom; Hemangioendotheliom; 
Hemangiom; Hemangiopericytom, Hemangiosarkom; Lyraphangiom, 
Lymphangiorayom, Lyn^hangiosarkom; Pinealom; Cystosarkom 
phyllodes; Hemangiosarkom; Lymphangiosarkom; Myxosarkom, 
Ovarialkarzinom; Sarkom ' (z.B. Ewing-Sarkom, experimentell , 
Kaposi-Sarkom und Mastzell-S.arkom) ; Neoplasmen (z.B. Knochen- 
Neoplasmen, Brust -Neoplasmen, Neoplasmen des 

VerdauTongssystems, colorektale Neoplasmen, Leber-Neoplasmen, 
Pankreas -Neoplasmen, Himanhang-Neoplasmen, Hoden-Neoplasmen, 
Orbita-Neoplasmen, Neoplasmen des Kopfes xind Raises, des 
Zentralnervensystems, Neoplasmen des Hororgans, des Beckens, 
des Atmungstrakts und des Urogenitaltrakts) ; Neurof ibromatose 
und zervikale Plattenepitheldysplasie . 

In einer waiter bevorzugten Ausfuhrvmgsf orm ist die 
Krebserkrankung oder der Tumor, die/der behandelt oder 
verhindert wird, ausgewahlt aus der Gruppe von 
Krebserkrankungen oder Tumorerkrankungen, die Zellen umfassen, 
die das Core-l in der erf indungsgemaSen Definition lamfassen, 
ausgewahlt aus der Gruppe: Tumoren des Hals-Nasen-Ohren- 
Bereichs umfassend Tumoren der inneren Nase, der 
Nasennebenhohlen, des Nasopharynx, der Lippen, der Mundhdhle, 
des Oropharynx, des Larynx, des Hypopharynx, des Ohres, der 
Speicheldrasen und Paragangliome, Tumoren der Lunge umfassend 
nicht-kleinzellige Bronchialkarzinome, kleinzellige 

Bronchialkarzinome, Tumoren des Mediastinijms, Tumoren des 
Gastrointestinaltraktes umfassend Tumoren des Osophagus, des 
Magens, des Pankreas, der Leber, der Gallenblase und der 
Gallenwege, des Dunndarms, Kolon- und Rektiimkarzinome und 
Analkarzinome, Urogenital tumoren umfassend Tiimoren der Nieren, 
der Hamleiter, der Blase, der Prostata, der Harnrohre, des 
Penis und der Hoden, gynakologische Tiomoren umfassend Tumoren 
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des Zervix, der Vagina, der Vulva, Korpuskarzinom, maligna 
Trophoblastenerkrankiing, Ovarialkarzinom, Tximoren des 
Eileiters (Tiiba Faloppii) , Tiamoren der Bauchhohle, 
Mammakarzinome, Txamoren endokriner Organe umfassend Tumoren 
der Schilddrase, der Nebenschilddiriise , der Nebennierenrinde , 
endokrine PankreastiJinoren, Karzinoidtiimoren und 

Karzinoidsyndrom, multiple endokrine Neoplasien, Knochen- und 
Weichteilsarkome, Mesothelioma, Hauttumoren, Melanome 
umfassend kutane .und intraokulare Melanome, Tumoren des 
zentralen Nervensystems , Tumoren im Kindesalter umfassend 
Retinoblastom, Wilms Tumor, Neurof ibromatose , Neuroblastom, 
Ewing-Sarkom Tumorfamilie, Rhabdomyosarkom, Lymphome iimfassend 
Non-Hodgkin-Lymphome, kutane T-Zell -Lymphome, primare Lymphome 
des zentralen Nervensystems, Morbus Hodgkin, Leukamien 
umfassend akute Leukamien, chronische myeloische und 
lymphatische Leukamien, Plasmazell-Neoplasmen, 

myelodysplastische Syndrome, paraneoplastische Syndrome, 
Metastasen ohne bekannten Prim^rtumor (CUP- Syndrom) , 
peritoneale Karzinomastose, Immunsuppression-bezogene 

Malignitat umfassend AIDS-bezogene Malignitaten wie Kaposi - 
Sarkom, AIDS-assoziierte Lymphome, AIDS-assoziierte Lymphome 
des zentralen Nervensystems, AIDS-assoziierter Morbus Hodgkin 
und AIDS-assoziierter anogenitale Tumoren, Transplantations - 
bezogene Malignitaten, metastasierte Tumoren ximfassend 
Gehimmetastasen, Lungenmetastasen, Lebemetastasen, 

Knochenmetastasen, pleurale und perikardiale Metastasen und 
maligna Aszites. 



In ainar waiter bevorzugten Ausfflhrungsform ist die 
Krebserkrankxing oder der Tumor, dia/der behandelt oder 
verhindert wird, ausgewShlt aus der Gruppe umfassend 
Krebserkrankungen oder Tumor erkrankungen der Mammakarzinome, 
der Gastrointestinal tumore, einschliefilich Kolonkarzinome, 
Magenkarzinome, Pankreaskarzinome, Dickdarmkrebs , 
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Diinndannkrebs, der Ovarialkarzinome, der Zervikalkarzinome, 
Lungenkrebs, Prostatakrebs, Nierenzellkarzinome xind/oder 
Lebermetastasen . 

Die erfindxingsgemafien Erkennxingsmolekule konnen bei der 
Behandlung oder Prophylaxe von Tumorerkrankungen direkt 
eingesetzt werden oder mit zusatzlichen Ef fektorstnikturen 
gekoppelt werden. Unter „Ef f ektorstrukturen" versteht man 
erfindungsgemaS solche chemischen oder biochemischen 
Verbindnungen, Molekiile oder Atome, die direkt oder indirekt 
eine Abtdtung oder SdiSdigung, einscblieSlich beispielsweise 
Wachstumsverlangsamung oder Wachstijmsinliibition von 

Tumorzellen bewirken. Hierzu gehoren beispielsweise 
Radioisotope, Toxine, Cytostatika und andere Ef f ektormolekule 
wie beispielsweise Cytokine und Chemokine oder andere 
Strukturen, die selbst Effektoren darstellen oder an die 
Effektormolektile gekoppelt werden, beispielsweise mit Toxinen 
Oder Cytostatika beladene Liposomen, die erf indungsgemaSe 
Erkennungsmolekule tragen. Beim letzteren Beispiel der 
Liposomen sind insbesondere auch solche Ef fektorstrukturen 
gemeint, die neben dem ErkenntmgsmolekCil fQr die 
Tumorspezifitat auch solche Molekfile tragen, die fur eine 
Aufnahme der Ef fektorstrukturen oder Teile davon in die Zellen 
verantwortlich sind, wie beispielsweise Antikorper gegen 
Rezeptoren, die eine Rezeptor-vermittelte Endozytose bewirken. 
Vorzugsweise umfassen die Erkennungsmolekule in diesen Fallen 
eine TransmembrandomSne , die ihnen eine Insertion in die 
Liposomenmembran erlaubt oder in einer anderen bevorzugten 
Ausfmunjngsform werden die Erkennimgsmolek-aie chemisch auf die 
Liposomenoberflache gekoppelt. Die hierfur verwendeten 
Techniken sind dem Fachraann bekannt, einschlieSlich der 
Herstellung . der Liposomen, Auch die Verbindung der 
Erkennungsmolekule mit den anderen Ef fektorstrukturen erfolgt 
nach an sich bekannten Methoden. Die Kopplungen konnen dabei 
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wie bereits oben ausgefuhrt beispielsweise direkt durch 
kovalente oder nicht-kovalente Beladung erfolgen, durch 
chemische Kopplxing, wobei ein zusatzliches chemisches oder 
biologisches Molekiil notwendig sein kann, beispielsweise ein 
Chelator oder ein Linker, oder in Form von Fusionsproteinen 
Oder -peptiden durch Fusion. Eingesetzt werden die 
Erkennungsmolekule bei der Behandlung von Tiimorerkrankungen 
mit Core-1 tragenden Tximoren, und/oder fur eine Untergruppe an 
erfindungsgemaSen Erkennungsmolekulen, die weiter oben liber 
ihre Spezifitat fur Core-1 und Core-2 beschrieben sind, Core-2 
und/oder Core-1 tragenden Tumorzellen oder zur Prophylaxe, die 
beispielsweise die Ausbildung von primaren Tumoren oder 
Metastasen verhindert. Bevorzugtes Ziel ist dabei die 
Behandlung der minimalen residualen Erkrankung und von 
Metastasen. Eine weitere bevorzugte Anwendung ist dabei die 
Inhibition der Lebermetastasienang von Core-1 und/oder Core-2 
positiven Tumorzellen . Die erf indungsgemaEen 

Erkennungsmolekule werden dabei in einer geeigneten 
Pormulierung einmalig oder wiederholt in geeigneten zeitlichen 
Abstanden und Dosen verabreicht. 

Im Folgenden und davor versteht man im Sinne der Erfindimg 
unter dem Core-1 Antigen auch Core-1 und/oder Core-2 und unter 
Core-1 positiven Zellen oder Tumorzellen und/oder -geweben 
auch Core-1 und/oder Core-2 positive Zellen oder Tumorzellen 
und/oder -gewebe. 



In einer bevorzugten Ausfiihrungsf orm werden die 
erfindungsgemaSen oben beschriebenen radioaktiven 

Erkennimgsmolekule mit einer Applikation von nicht markierten 
erfindungsgemaSen Core-1 spezifischen Erkennungsmolekulen 
kombiniert. Dies dient der Verbesserung des Hintergrundes und 
damit einer spezif ischeren Bindung an den Tumor, indem 
potent ielle Core-1 tragende Molekule im Blut abgesattigt 
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werden. Bevorzugt werden dabei IgM abgleitete 

Erkennungsmolekiile verwendet, beispielsweise der in den 
Beispielen beschriebene cIgM oder die hiimanisierte Form davon, 
da diese vor allem an Core-1 Antigen im Blut binden xind damit 
den Hintergrimd xmd die Serumbelastxing mit Radioaktivitat 
emiedrigen xaid das relative Tumortargeting erhohen, wahrend 
aufgrund der Gr61§e der Molekfile ein Eindringen in Gewebe iind 
Tumoten limitiert ist. Die hierf<ir verwendeten Verfahren und 
Technologien sind dem Pachmann bekannt, ebenfalls kann der 
Fachmann eine geeignete Dosis, Formulierxingen, 

J^plikationsroute und Zeitpimkt der Gabe der nicht-markierten 
Erkenniongsmolekule erstellen. 

Bevorzugt ist weiterhin die Verwendung von viralen Vektoren 
zur gentherapeutischen Anwendting, bei der insbesondere die 
Oberflache der Viren erf indungsgemaiSe Erkeimungsmolekule 
tragen. 

Die ErfindTong betrifft weiterhin Verfahren unter Verwendxing 
der erfindungsgemaSen Erkenniongsmolekule, die es erlauben, aus 
einem groEen Pool unterschiedlicher Molekule Core-1 tragende 
Molekule zu identif izieren und/oder zu gewinnen, die ffir eine 
AnwendTing in der Tumorbehandlung, Tumorprophylaxe und 
Tumordiagnose vorteilhaft verwendet werden kdnnen. Unter Core- 
1 tragenden Molekulen versteht man erf indungsgemSifi Molekule, 
die Core-1 iind/oder Core-2 Strukturen tragen und spezifisch 
von den erf indungsgemaiSen Erkennungsmolekiilen gebunden werden. 
Erfindtingsgemas sind Core-1 tragende Molektile Glykoproteine, 
Glykopeptide und/oder Glykolipide sowie auch Zellen oder 
andere Tragersubstanzen, wie beispielsweise Viren, Bakterien, 
Telle von Zellen, wie beispielsweise Exosomen oder Zelllysate, 
Oder Liposoraen, die ein oder mehrere Core-1 Strxikturen 
enthalten. Die Core-1 tragenden Molekule konnen aus Zellen 
Oder Zelllinien, aus Kulturiiberstanden, aus Tumorgewebe, 
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Tumorzellen oder Korperf lussigkeiten, wie Blut, Blutserum, 
Lymphe, Urin, Spinalf lussigkeit oder Sperma angereichert oder 
isoliert werden. 



Die zuvor eingefuhrten Definitionen der Begriffe sind fur die 
Begriffe in den nachfolgend beschriebenen Verfahren mutatis 
mutandis anwendbar. 



Core-1 tragende Molekiile werden in einem erf indungsgemaSen 
Verfahren durch Bindung an die oben beschriebenen 
erf indungsgemaSen Core - 1 spe z i f i s chen Erkennungsmol ekule 
identif iziert und/ oder isoliert und gewonnen. Nach dem 
erf indungsgemafien Verfahren konnen die oben beschriebenen 
Core-1 tragenden Molekule aus Korperf Ixissigkeiten oder aus 
Uberstanden von Zellkulturen durch eine 

Af f initatschromatographie gewonnen werden, Dabei konnen 
wait ere Reinigungs- und/oder Konzentrierungsschritte nach an 
sich bekannten Methoden mit einem oder mehreren 
Af f initat schromatographieschritten kombiniert werden . Ebenso 
konnen turaorassoziierte Core-1 tragende Molekule aus 
Tumorzellen, Tumorgeweben oder Tumor zelllinien gewonnen 
werden, indem ein geeigneter Schritt nach an sich bekannten 
Methoden vorgeschaltet wird, der e's erlaubt, die 
zellassoziierten Core-1 tragenden Molekule ftir die 
Af f initatsreinigung zuganglich zu machen, beispielsweise durch 
Solubilisierxing rait geeigneten Detergenzien oder durch 
Abspaltiing durch Proteolyse oder durch Zelllyse . 

In einem weiteren erf indungsgemafien Verfahren werden Core-1 
tragende Molekule oder Zellen aus Geweben gewonnen. Hierzu 
wird das Gewebe nach an sich bekannten Methoden 
aufgeschlossen, um die Core-1 tragenden Molekule oder Zellen 
zuganglich zu machen, beispielsweise durch proteolytische oder 
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mechanische Methoden. Dem Fachmann sind diese Verfahren 
bekannt . 

Wie oben ausgefuhrt werden auch Core-1 positive Zellen oder 
Zelllinien xinter Verwendtuig der Core-1 spezifischen 
Erkennungsmolekule isoliert" oder angereichert void von solchen 
Zellen, die keine oder geringe Mengen an Core-1 Strukturen 
tragen, getrennt. Unter dem Begriff "Isolierung oder 
Anreicherung der Zellen" sind alle MaSnahmen zur Separierxing 
von Zellen zu verstehen, die durch das Tragen von Core-1 
Strukturen einen Komplex mit den erfindungsgemaSen 
Erkennungsmolekfllen gebildet haben. Dem Fachmann sind diese 
Verfahren bekannt. Vorzugsweise wird hierfflr die FACS oder die 
MACS Methode eingesetzt. Beispielsweise erfolgt die 
Anreicherung durch Bindung von erf indungsgemaSen 

Erkenmongsmolekulen an die Core-1 Struktur auf der 
Zelloberfiache und anschlieSender Selektion der so markierten 
Zellen durch Bindung an Tragermaterialien, die spezifisch mit 
dem Erkennungsmolekul interagieren, beispielsweise anti-Maus 
IgM Antikorper gekoppelt an Magnetbeads (MACS- Sort ierung) . 
AuSerdem konnen die Core-1 spezifischen Erkennungsmolekxile 
selbst kovalent an einen TrAger gekoppelt sein. Ein weiteres 
Beispiel ist die Gewinnung mit Hilfe eines PACS-Sorters, der 
Zellen, die die Erkennimgsmolekaie tragen, die 
fluoreszenzmarkiert wurden, sortiert. Beide Methoden sind dem 
Fachmann bekannt. Diese so angereicherten Core-1 posit iven 
Zellen k6nnen fur die Herstellimg von Vakzinen verwendet 
werden, beispielsweise zur Beladung von Dendritischen Zellen 
Oder direkt als Tumor zelllysat in einer Vakzinen 
Zusammensetzung. Die vorhergehende Anreicherung von Core-1 
positiven Zellen soil zu einer h6heren Tumorspezif itat der 
Vakzinienang fuhren. Dem Fachmann sind diese Verfahren 
bekannt . 
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Die vorliegende Erfindung betrifft weiterhin Verfahren zur 

Herstellung eines Diagnostikums lamfassend die Schritte des 

erfindungsgemafien Verfahrens zur Herstellung der 

erfindungsgemaSen Core-1 spezif ischen Erkennungsmolekaie \ind 

weiterhin umfassend den Schritt der Formulierung der 
Erkenniingsmolekule in einer diagnostisch verwendbaren Form 

Unter dem Begriff "Diagnostikum" sind erf indungsgemafi Stoffe 
und Zubereitungen aus Stoffen definiert, die dazu bestimmt 
sind, durch Anwendiing am oder im menschlichen KSrper oder 
Teilen davon Krankheiten, Leiden, K6rperscliaden oder 
krankhafte Beschwerden zu erkennen. Als Teile des menschlichen 
Korpers sind vorzugsweise Kdrperf lussigkeiten, wie Blut, 
Blutserum, Lymphe, Urin, Spinalf lussigkeit oder Sperma, oder 
Gewebebiopsien oder -proben zu verstehen. 

Die Formulierung des Diagnostikums lamfasst vorzugsweise die 
Modifikation der hergestellten Erkennungsmolekiile mit 
Substanzen, die einen Nachweis des Antigens Core-1, in 
. bestimmten Ausfuhrungsf ormen, die von der Feinspezif itat des 
erfindxingsgemafien Erkennungsmolekuls abhSngen, 

definitionsgemas auch . das Antigen Core-2, erlauben. Geeignete 
Substanzen sind im Stand der Technik bekannt. Ausgehend von 
der Wahl der Siibstanz ist der Fachmann in der Lage, geeignete 
MaBnahmen zur Formulierung des Diagnostikums einzusetzen. 

Piir die Diagnostik kdnnen erf indungsgemalS auch Substanzen nach 
an sich bekannten Methoden an die Erkennungsmolekiile gekoppelt 
werden, die einen Nachweis der Core-1 Antigene und/oder deren 
Tragermolekule \md/oder -zellen erleichtern, beispielsweise 
durch Biotinylierung, Fluoreszenzmarkierung, radioaktive 
Markierung oder Enzymkopplung der Erkennungsmolekiile. 



einem weiteren Verfahren zur Tumordiagnostik iind Prognose 
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werden erf indxingsgemafie Erkennnngsmolekule verwendet, die 
Core-1 Antigene ^lnd/oder deren Tragermolekule im Servrai von 
Menschen erkennen. Die Bestiiranxmg erfolgt bevorzugt 
qualitativ, quantitativ imd/oder in zeitlich relativen 
Quantitaten nach an sich bekannten Methoden. Die gleichen 
Verfahren werden erf indxingsgemaS auch zur Verlauf skontrolle 
von Tumorerkrankungen und zur Kontrolle von 

Behandlungsverlaufen einschlieSlich des Monitorings von 
Inununantworten und zur Kontrolle und Dosierung von 
Tumorbehandlungen eingesetzt. Die in den Verfahren verwendeten 
Methoden sind an sich bekannt, beispielsweise ELISA, 
Westerblot, PACS (Pluoreszenzaktivierte Zellsortierung) , MACS 
(Magnetvermittelte Zellsortierung), ADCC (Antikorper- 
vermittelte Zellzytotoxizitat) , CDC (Kompleiiient vermittelte 
Zytotoxizitat) , Immuncytochemie und Immunhistochemie. 

In den bevorzugten erf indungsgemaSen Verfahren zur 
Tumordiagnostik und Prognose werden erf indungsgemaSe Core-1 
spezifische Erkenniangsmolekule in an sich bekannten Verfahren 
eingesetzt, um das Antigen Core-1 im Serxam oder in 
Gewebspraparaten nachzuweisen. Dabei wird das Antigen Core-1 
auf Tragermolekulen, in Immunkomplexen auf Tragermolekaien 
vorliegendes Core-1 und/oder auf Zellen gebundenes Core-1 
nachgewiesen und das Vorhandensein des Core-1 Antigens 
und/oder der Core-1 tragenden Molekfile qualitativ, quantitativ 
und/oder in relativen Quantitaten nach an sich bekannten 
Methoden bestimmt. Die gleichen Verfahren werden erfin- 
dungsgemaiS auch zur Verlauf skontrolle von Ttjmorerkrankungen 
und zur Kontrolle von Behandlungsverlaufen eingesetzt. Die in 
den Verfahren verwendeten Methoden sind an sich bekannt, 
beispielsweise ELISA, Western-Blot, FACS (Pluoreszenz- 
aktivierte Zellsortierung) , MACS (Magnetvermittelte Zell- 
sortierung) , ADCC (Antikorpervermittelte Zellzytotoxizitat) , 
CDC (Komplement vermittelte Zytotoxizitat) , Immuncytochemie 
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Eine bevorzugte Ausfuhrungsf orm ist ein Gewebsschnelltest , bei 
dem in einem inimunhistologischen Verfahren die Gewebsproben 
mit fluoreszenzmarkierten erf indungsgemSSen Erkennimgs- 
molekulen gefarbt werden. In einem weiter bevorzugten 
Verfahren wird das erf indungsgemaSe Erkenniangsmplekfil , 
bevorzugt ein AntikSrper des Isotyps igM, mit einem weiteren 
AntikSrper, der spezifisch das Antigen MUCl erkennt, bevorzugt 
Isotyp igGl, kombiniert. Der Vorteil dabei ist, dass 
beispielsweise filr die Diagnostik von gastrointestinalen 
Karzinomen (z.B. Colorektale Karzinome xmd Magenkarzinome) 
diese in einem fr^ihen Stadixim erkannt und gleichzeitig eine 
Prognose beziiglich des Krankheitsverlauf es und/oder der 
Lebermetastasieriingsgefahr gegeben werden kann, wobei ein 
hoheres Niveau an Core-l Antigen eine schlechtere 
Verlaufsprognose und eine urn das mehrfach hohere 
Wahrscheinlichkeit der Lebermetastasierung bedeutet . In einer 
weiter bevorzugten Ausfuhrungsf orm sind die Antikorper und 
Erkennungsmolekiile direkt mit unterschiedlichen 

Fluoreszenzfarbstoffen, beispielsweise Cy3 iind Cy5 Oder Cy3 
und FITC, markiert. In einer Ausfuhrungsform, in der eine 
Signalverstarkung vorteilhaft ist, werden die Antikorper 
und/oder Erkennungsmolekule durch markierte sekundare 
Antikorper oder das Biotin-Streptavidin verstarkt. Dabei ist 
es vorteilhaft, unterschiedliche Isotypen und/oder 
Speziessequenzen im konstanten Teil der Antikarper zu 
verwenden. Die hierbei verwendeten Technologien und Methoden, 
beispielsweise der Markierung und der Immunhistologie, sowohl 
die Wahl der geeigneten Formate der Erkennungsmolekiile sind 
dem Fachmann bekannt. Das beschriebene diagnostische Verfahren 
ist nicht auf gastrointestinale Tumoren beschrankt, sondern 
anwendbar ffir alle das Antigen Core-l tragende 
Tumorerkrankungen . 
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In einer weiter bevorzugten Ausfuhrungsf orm wird ein 
gerologischer Test durchgef uhrt , bei dem als Verfahren ein 
Sandwich-ELISA verwendet wird. Dieser besteht aus einem 
FSngerantikdrper, der Tragermolekfile des Core-1 Antigens aus 
dem Senam an eine feste Phase bindet, irnd einem 
Nachweisantikdrper, hiertinter fallen erf indoingsgemas auch 
andere erf indxangsgemaSe Erkennxingsmolekdle , die das Core-1 
Antigen erkennen. Damit kann unterschieden werden, welches 
Tragermolekul das Core-1 trSgt. In einer bevorzugten Form kann 
damit auf den Ursprung des Primtrtumors Ruckschlflsse gezogen 
werden. Als Pangerantikorper konnen verschiedene AntikSrper 
dienen, die . Glykoproteine erkennen, die O-Glykosylierungen 
tragen. Eine bevorzugte Ausfahrungsform verwendet Antikorper 
gegen das epitheliale Muzin MUCl als Fangerantikorper, das 
haufig ein TrSger des Core-1 im Tiimorfall ist. In einer 
weiteren Ausf uhr\ingsf om werden alle Antigene im Blut bestimmt, 
die das Core-1 Antigen tragen. Dies ist dadurch moglich, dass 
das Core-1 Antigen in der Regel in mehreren Kopien pro 
Tragermolekul vorkommt. Hierbei wird erf indungsgemas ein 
erfindungsgemases Core-1 spezifisches Erkennungsmolekiil als 
Fangerantikdrper verwendet und ein markiertes erfindungs- 
gemaSes Core-1 spezifisches Erkennungsmolekiil als 
Nachweisantikorper, wobei die Erkennungsmolekiile keine 
Antikorper sein mussen. In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm 
wird ein IgM als Erkennungsmolekul mindestens als F&iger- oder 
Nachweisantikdrper verwendet. In einer weiter bevorzugten 
AusfOhrungsform wird der Nachweisantikdrper mit Biotin 
markiert und das System uber Streptavidin in Kombination mit 
einem geeigneten Nachweisverfahren nachgewiesen. Ein 
geeignetes Nachweisverfahren sind beispieslweise POD 
Markierungen oder Fluoreszenzmarkierungen des Streptavidins . 



einer weiter bevorzugten Ausfuhrungsf orm der Erfindung 
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werden fur einen serologischen Tumortest die Bestimmung des 
Core-l Antigens, wie zuvor beschrieben, mit der Bestimmung 
anderer serologischer Tumormarker kombiniert, beispielsweise 
PSA, CEA Oder AFP. Eine hierbei bevorzugte Ausfmirungsf orm ist 
die Bestimmung des MUCl und des Core-l Antigens. In einer 
bevorzugten Ausfuhrungsf orm wird hierbei das MDCl mit Hilfe 
eines MUCl spezifischen AntikSrpers aus dem Serum an eine 
feste Phase iiranobilisiert \and mit einem zweiten anti-MUCl 
spezifischen AntikSrper, bevorzugt solche; die die DTR- Region 
in einer glykosylierten Form verbessert erkennen, als 
Nachweisantikorper nachgewiesen und das Core-l Antigen auf dem 
mit Hilfe eines anti-MUCl PSngerantikorpers immobilisierten 
MUCl mit einem erf indungsgemaSen Erkennungsmolekul 
nachgewiesen. Dieser diagnostische Test verbindet eine 
Friiherkennxing mit einer prognostischen Aussage iiber den 
Krankheitsverlauf xind/oder der Lebermetastasierungs- 
wahrscheinlichkeit . Die hierbei verwendeten Technologien, 
beispielsweise der Markieroing und der Serologie, 
einschlieElich der Nachweismethoden, sind dem Fachmann 
bekannt. Die beschriebenen diagnostischen Verfahren sind nicht 
auf gastrointestinale Tumoren beschrankt, sondem anwendbar 
fur alle das Antigen Core-l tragende Tumoren. Die 
beschriebenen serologischen Tests dienen der Diagnose, des 
Monitorings des Verlaufs der Tumor erkrankung und der Prognose 
von Core-l Antigen-positiven Tumoren. 

In einem weiteren erf indungsgemSfien Verfahren werden die 
erfindungsgemasen Core-l -spezifischen Erkennungsmolekiile zu 
einer in vivo Diagnostik verwendet. Hierftir werden die 
Erkennungsmolekule mit geeigneten an sich bekannten Verfahren 
markiert und somit fur an sich bekannte bildgebende Verfahren 
am Menschen zugSnglich gemacht, beispielsweise 

Radioimmundiagnostik, PET- Scan Verfahren oder Immune - 
fluoreszenzendoskopie, beispielweise durch Kopplung tand/oder 
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Beladung mit entsprechenden Molekulen, beispielsweise 
radioaktiven Isotope, beispielsweise das Indium, oder 
Fluoreszenzfarbstoffe, beispielsweise dem Cy3, Cy2, Cy5 oder 
PITC. In einer bevorzugten Ausfiihihmgsf orm werden 
erfindimgsgemaSe Multibodies mit einem geeigneten Chelator 
(beispielsweise DOTA oder DTPA) kovalent gekoppelt und mit 
Indium-lll beladen und zur in vivo Diagnostik eingesetzt. 
Diese werden in einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm intraven6s 
in einer fflr das Individuum geeigneten Dosis verabreicht und 
die Lokalisation des Core-1 Antigens und eines potentiellen 
Tumors nach an sich bekannten Verfahren gemessen. Die hierfur 
verwendeten Verfahren imd Technologien, einschliefilich der 
bildgebenden Verfahren, sind dem Fachmann bekamit, ebenfalls 
kann der Fachmann eine geeignete Dosis und Formulierungen 
erstellen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orm werden 
Immunglobuline, bevorzugt IgM und IgG, wie oben beschrieben 
und in den Beispielen naher ausgefuhrt, radioaktiv-markiert , 
beispielsweise mit Indium-lll, und lokal in den Tumor oder in 
den Tumor versorgende oder entsorgende Blutgefase gegeben. 
Dies dient in einer Ausfuhrungsf orm zur Bestimmung der GroSe 
des Tumors und in einer weiteren Ausfuhrungsf orm der 
Bestimmung befallener Lymphknoten. Die hierfur verwendeten 
Verfahren und Technologien sind dem Fachmann bekannt, 
ebenfalls kann der Fachmann eine geeignete Dosis und 
Formulierungen erstellen. 

In einer weiteren Ausfiihrungsf orm werden die erf indungsgemSiSen 
radioaktiv-markierten ErkenntingsmolekQle auch uber andere 
Applikationsrouten verabreicht. Dabei bevorzugte Routen sind 
intraperitoneal, intranodal oder intrarectal bzw. 

intragastrointestinal. Intraperitoneal ist dabei besonders 
vorteilhaft zur Bestimmung von Tumoren, die liber das 
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Peritoneum zuganglich sind vmd/oder in dieses metastasieren, 
beispielsweise Ovarialkarzimome iind bestimmte gastro- 
intestinale Karzinome. Intrarectale bzw. intragastro- 
intestinale Verabreichmig ist vorteilhaft fiir bestimmte 
gastrointestinale Tumoren und deren Lokalisation void. 
Gr6Senbestimm\mg. Intranodal kann in bestimmten Fallen dafflr 
verwendet werden einzelne • Lyn^hknoten direkt zu inf iltrieren . 

In einer bevorzugten Ausfmirungsf orm werden die erfin- 
dungsgemafien oben beschriebenen radioaktiven Erkennxings- 
molekule fur in vivo Diagnostika mit einer Applikation von 
nicht markierten erf indTingsgemSSen Core-1 spezifischen 
Erkennungsmolekaien kombiniert. Dies dient der Verbesserung 
des Hintergrundes . Bevorzugt werden dabei igM abgeleitete 
Erkennungsmolekaie verwendet, da diese vor allem an Core-l 
Antigen im Blut binden und damit den Hintergrimd deutlich 
emiedrigen, wahrend aufgrund der GroEe der Molekule ein 
Eindringen in Gewebe und Tximoren limitiert ist.' Die hierfur 
verwendeten Verfahren und Technologien sind dem Pachmann 
bekannt, ebenfalls kann der Fachmann eine geeignete Dosis, 
Formulierungen, Applikationsroute und Zeitpunkt der Gabe der 
nicht -markierten Erkennungsmolekaie erstellen. 

in einer weiteren bevorzugten Ausfiilirungsf orm werden 
erfindungsgemaSe Erkennxingsmolekiile, bevorzugt Immunglobuline , 
Multibodies oder AntikSrperfragmente-, weiter bevorzugt IgM, 
IgG und Multibodies, mit einem Fluoreszenzfarbstof f markiert 
und in vivo verabreicht. Bevorzugte Applikationsrouten sind 
hierbei intrarectal, intragastrointestinal , intraperitoneal, 
intravenSs und in zufuhrende oder abfiihrende BlutgefaSe. Eine 
besonders bevorzugte Ausfiihrungsf orm dient der Lokalisation 
gastrointestinaler Karzinome, die durch eine Fluoreszenz- 
endoskopie nach Applikation der f lucres zenzmarkiert en 
Erkennungsmolekule durchgef<ihrt wird. In einer weiter 
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bevorzugten Ausf^ihriingsf orm wird ein erf indimgsgemaSes 
Erkenniingsmolekul mit mindestens einem Antikorper gegen ein 
weiteres Tximorantigen kombiniert , bevorzugt anti-MDCl 
Antikorper. Bevorzugt werden dabei unterschiedliche 
Fluoreszenzfarbstoffe verwendet, die eine . Unterscheidung der 
ErkennungsmolekQle und Antikorper erlauben, womit eine 
prognostische Aussage mit einer Prflherkennung und einer 
grSSeren Anzahl an Fallen kombiniert wird. Bevorzugte 
Fluoreszenzfarbstoffe sind solche mit geringer 

Hintergrundfluoreszenz, die dem Fachmann bekannt sind. Die 
hierfflr verwendeten Verfahren und Technologien, einschlieSlich 
der bildgebenden Verfahren, beispielsweise der Fluoreszenz- 
Endoskopie, sind dem Fachmann bekannt, ebenfalls kann der 
Fachmann eine geeignete Dosis, Formul ierungen, 

J^plikationsroute und Zeitpunkt der Gabe der nicht-markierten 
Erkennungsmolekaie erstellen. 

Die Erfindung weist mehrere Vorteile auf: Die 
erfindungsgemaSen- Core-1 spezifischen Erkennungsmolekflle 
erkennen Karzinomarten spezifisch, wodurch sie mit Vorteil bei 
vielen Tumorpatienten verschiedener Indikation zu einer 
Diagnose und/oder Therapie verwendet werden k6nnen. Dar€iber 
hinaus binden die ErkennungsmolekQle vorteilhaf terweise 
praktisch nicht auf normalen Geweben. Dies- ist gegenuber den 
bekannten Tumormarkern ein besonderer Vorteil und eine 
herausragende Eigenschaft der erf indungsgemSSen 

ErkennungsmolekGle. Vorteilhaf t ist weiterhin, daS die 
Erkennungsmolekule das Core-1 Antigen Trager-unabhangig 
erkennen. Ein besonderer Vorteil der erf indiangsgemaSen 
Erkennungsmolekule ist die hohe Spezifitat fur das 
Tumorgewebe. Dies ist insbesondere in der hohen Spezifitat fur 
definite Kohlenhydrat-Antigene begrundet. Bei einer 
xmspezifischen Erkennung anderer Kohlenhydratstrukturen wurde 
sich ntralich die Gefahr der unspezif ischen Erkennung von 
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Nicht -Tumorgewebe erhohen. Weiterhin weisen die 

erfindxmgsgemafien Erkennungsmolekule eine hohe Affinitat auf. 
Hierdurch ist insbesondere die Moglichkeit gegeben, 
geringervalente Pragmente zu konstruieren, wie lg<3 und 
Multibodies. Die Moglichkeit dieser verschiedenen Pormate ist 
vorteilhaft fur die Entwicklung von Therapeutika . Die Core-1 
iind/oder Core- 2 Struktur an der Zelloberf lache erh6ht die 
Wahrscheinlichkeit der Ausbildung von Metastasen, 
beispielsweise von Lebermetastasen; durch die Blockierung der 
Core-1 und/oder Core-2 Struktur mit Erkennungsmolekftlen wird 
die Metastasenbildung reduziert bzw. inhibiert. 

Im folgenden soli die Erfindung anhand von Beispielen naher 
eriautert werden, ohne auf diese Beispiele beschrSnkt zu sein. 

Beispiele 



1. Herstellung yon Core-1 spezifischen Multibodies mit kurzen 
Linkem 



Multibodies mit den Sequenzen SEQ ID NO. 96 bis 106 wurden 
durch Verkiirzung oder Deletion des Linkers zwischen der Vh und 
der Vl des single chain AntikSrpers mit der Sequenz SEQ ID NO. 
95 gebildet (Abb. la) . Hierfur wurden die Vh und die Vi. mit 
spezifischen Primem so amplif iziert, daS 22 Nukleotide am 3'- 
Ende der Vh und am 5 '-Ende der Vi. einen koraplementaren Bereich 
ausbilden (Abb. lb, PGR I und PCR II), und anschlieSend die 
beiden PCR- Pragmente nach Aufreinigung in einer SOE-PCR 
miteinander verkniipft (Abb. lb, PCR III) . Zum SchluS wurde das 
PCR-Pragment Gber Ncol/NotI in einen prokaryontischen 
Expressionsvektor kloniert. Dieser Vektor enthalt den lacz 
Promoter, eine Ribosomenbindungsstelle (RBS) , das M13 origin, 
die pelB Signalsequenz zur Sekretion ins Periplasma, - ein 
Ampicillin-Resistenzgen und eine Klonierungskassette, um an 
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das C-terminale Ende des scFv mit ein Hexa-Histidin-Tag zur 
effizienten Auf reinigxing vmd ein c-myc-Tag zu koppeln 
(Abb. 2) . 

2. Bakterielle Expression und Aufreinigung der Core-1 
spezifischen Multibodies 

Die Antikorperfragmente aus Beispiel 1 wurden in Escherichia 
coll exprimiert und auf gereinigt . Hierfur wurde das 
entsprechende Plasmid durch Elektroporation in 

elektrokompetente E.cqli transf ormiert und uber Nacht in 2xTy 
Medium (10 g Hefeextrakt, 16 g Trypton, 5 g NaCl per L) mit 
100 fig/mL Ampicillin kultiviert. Diese Kultur wurde 1:100 rait 
2xTY Medium, dem 100 jixg/ml Ampicillin und 0,5% Glukose 
zugesetzt wurde, verdunnt und bei 21 OQ inkubiert, bis eine 
ODeoo nm von ca. 0,6 erreicht war. Dann wurde der Kultur zur 
Induktion 1 mM IPTG zugesetzt und diese bei 25°C weitere 5 h 
inkubiert. Die Bakterien wurden durch Zentrifugation bei 
4000xg far 2 0 min geerntet, das Zellpellet in TES Puffer (30 
mM Tris-HCl, pH 8.0, 2 0% Saccharose, 1 mM EDTA) resuspendiert 
und 20 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden 5 mM MgS04 
zugefugt xand die Suspension ftlr weitere 20 min auf Eis 
inkubiert. Durch Zentrifugation bei 4000 x g fur 60 min wurde 
dann die Periplasmaf raktion gewonnen und iiber Nacht bei 4<>C 
gegen Bindungspuf f er (50 mM Phosphatpuf f er, pH 8.0, 300 mM 
NaCl, 10 mM Imidazol) dialysiert. Die in der 
Periplasmafraktion enthaltenen AntikSrperfragmente wurden 
unter Verwendung des C-terminalen His-Tags durch Metallionen- 
Affinitats-chromatographie (HiTrap Chelating HP, Amersham 
Pharmacia Biotech) auf gereinigt . Dafiir wurde die dialysierte 
Fraktion auf die vorher mit Bindungspuf fer Squilibrierte Saule 
gegeben und mit Waschpuffer (50 mM Phosphatpuf fer, pH 8.0, 300 
mM NaCl, 3 0 mM Imidazol) die nicht bindenden Proteine von der 
Saule gewaschen. AnschlieiSend wurden die Antikorperfragmente 
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mit Elutionspuffer (50 itiM Phosphatpuf f er , pH 8.0, 300 mM NaCl, 
300 iiiM Imidazol) eluiert . Dieses Auf reinigxingsprotokoll wurde 
fiir alle Core-l spezifischen AntikSrperfragmente mit Hexa- 
Histidin-Tag verwendet, beispielsweige den htunanisierten 
single chain Antikorpern aus Beispiel 6. 

3. Analyse der Core-l spezifischen Multibodies im scPv Format 
mit iinterschiedlicher Linkerlange im ELXSA 

Multibodies mit den Aminosauresequenzen SEQ ID NO. 95, 96, 97, 
98, 99, 100, 101, 103, 104 und 105 wurden wie oben beschrieben 
in E.coli exprimiert xind die Periplasmafraktionen gewonnen. 
Als Antigen f-ur den ELISA Test wurde Asialoglykophorin 
(Sigma), ein Core-l tragendes Glykoprotein, eingesetzt. Aus 
der Staramlosxingen (Img in 1ml Bi-dest. H2O) , die portioniert 
bei -20'»C aufbewahrt werden, wurde eine Verdunnung von 5 ng/ml 
in PBS hergestellt. Davon wurden 50^1/well in eine 
Mikrotiterplatte (NDNCLON-TC Microwell 96 F) pipettiert \ind 
die Testplatte uber Nacht bei 4<'C inkubiert . Am nachsten Tag 
wurde die Testplatte mit PBS/0,2% Tween 3x gewaschen. 
AnschlieSend wurden mit 2% BSA in PBS unspezif ische 
Bindungsstellen blockiert und 50 /il der jeweiligen mit PBS/l% 
BSA in verschiedenen VerdunnTongsschritten verdtinnten 
Fraktionen aufgetragen und 2 h bei 37 »C inkubiert. Nach drei 
Waschschritten mit PBS/0,2% Tween wurden zum Nachweis der 
spezifisch gebundenen Antikdrperkonstnokte als Zweit- 
Antikorper Peroxidase-gekoppelter anti-His Tag-Antikorper 
eingesetzt. Zum Nachweis des gebundenen sekimdaren Antikdrpers 
erfolgte eine Farbreaktion mit TMB (3, 3', 5,5'- 
Tetramethylbenzidine) . Nach 15 Minuten wurde die Reaktion 
durch Zugabe von 2,5N H2SO4 abgestoppt. Die Messung erfolgte 
mit einem Mikrotiterplattenphotometer mit Filter 450nm im 
Dual-mode gegen einen Ref erenzf ilter 63 0nm. Das Ergebnis ist 
in Abbildung 3 dargestellt. Eine schrittweise Linkerverkurzving 
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fuhrt zu einer Erhohung der Bindting an Asialoglykophorin. Die 

besten Bindungseigenschaf ten zeigen die Varianten mit der SEQ 

ID NO. 104 und 105. Diese multivalenten Konstrrikte im 

Dia/Triabody Format sind bevorzugte Ausfuhrungsformen der 
Erfindung und sind aufgrund verbesserter pharmakokiiietischer 
Eigenschaften fur die Tiomortherapie von Vorteil. 

4. Klonierung der Vektoren zur Expression chimarer Core-1 
spezifischer IgG und ZgH AntikSrper 

Das Ncol/Xhol DNA Fragment aus dem scFv Vektor, das fftr die Vh 
kodiert (Abb. 4), wurde in den Ncol/Sall geschiiittenen BS- 
Leader Vektor kloniert. Der BS-Leader Vektor enthalt eine 
Klonierungskassette zur Einfilhrung der T-Zellrezeptor 
Signalpeptidsequenz an das S'-Ende sowie einer Splice-Donor- 
Sequenz an das 3'-Ende der Sequenzen der variablen Domanen 
(Abb. 4) . Die Vi-Sequenz des entsprechenden Antikorpers wurde 
mit spezifischen Primern zur Einfuhrung der Ncol-Schnittstelle 
am 5'-Ende und der Nhel-Sclmittstelle am 3'-Ende in der PGR 
imter Verwendung der scFv Sequenz als Templat araplif iziert imd 
nach Ncoi/Nhel Verdau in den gleich verdauten BS-Leader Vektor 
kloniert. Danach wurde jeweils das Hindlll/BainHI Fragment aus 
dem BS-Leader Vektor in den entsprechenden eukaryontischen 
Expressionsvektor kloniert. Diese Vektoren (pEPpuroCylVa, 
pEPpuroC/iVa und pEFneoCKVi) enthalten den EF-la-Promotor und 
den HCMV- Enhancer, das SV40-origin, das BGH- 

Polyadenylierungssignal, das Puromycin-Resistenzgen im Vektor 
fur die schwere Kette tmd das Neomycin- Resistenzgen oder das 
Dehydrofolatreduktase-Gen im Vektor ffir die leichte Kette 
sowie die genomischen Sequenzen der humanen konstanten yl 
Region oder /x Region fur die schwere Kette bzw. der hxamanen 
konstanten k Region ffir die leichte Kette (Primer zur 
Amplifizierung aus genomischer humaner DNA und Vektorkairte 
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siehe Abb. 4) . 

5. Eukaa^rontische Expression Core-1 spezifischer chimarer IgO 
und IgM Antikorper in CHO Zellen und deren Aufreinigung 

Zur Expression der chimSren Antik6rper cIgG-Karo4 bestehend 
aus den Sequenzen SEQ ID NO. Ill und 113 und cIgM-Karo4 
bestehend aus den Sequenzen SEQ ID NO. 112 und 113 wurden 
CHOdhfr- zellen (ATCC-Nr. CRL-9096) mit einem Gemisch der 
Vektoren ftir die schwere und die leichte . Kette (1:3) durch 
Elektroporation (10* Zellen/ml, 500 V, 50 /is) cotransf iziert 
und in Selektionsmedium (CHO-S-SPM II Medium (Life 
Technologies), HT Supplement (Biochrom) , 4 00 /ig/ml G418, 5 
/ig/ml Puromycin) 2 Wochen kultiviert. Nach 

Einzelzellklonierung in einer 96-Loch-Platte wurden die 
fJberstande im ELISA (Asialoglykophorin als Antigen, anti human 
Fcyl- POD gekoppelt bzw. anti human Fc5/i- POD gekoppelt 
(Dianova) als Sekundarantikorper) getestet und der Klon mit 
der hochsten Antik6rperproduktionsrate selektioniert (ca. 0,5 
/ig/l0« Zellen/24 h) . 

Zur Antikorperproduktion wurden die stabil transf izierten, den 
chimaren IgG bzw. IgM sekretierenden CHO Zellen in 
Spinnerflaschen in CHO-S-SFM II Medium, ergSnzt durch HT 
Supplement, kultiviert, bis eine Zelldichte von ca. 1 x 10« 
Zellen/ml erreicht war. Nach Abtrennung der Zellen vom 
Zellkulturuberstand durch Zentrifugation (400xg, 15 min) wurde 
der chimare Antikorper unter Verwendung einer Protein A - 
Saule (HiTrap rProtein A PP, Amersham Pharmacia Biotech) fur 
den chimaren IgG bzw. einer anti human Fc5/z- Antikorper 
Affinitatssaule auf gereinigt . Die durch pH-Sprung eluierte 
gereinigte Antikorperf raktion wurde unter Verwendung von 
Centriprep-Zentrifugenrohrchen (cut off 50 kDa, Millipore) in 
PBS lamgepuffert vmd auf konzentriert . 
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6. Angleichiing der Sequenz der Core-1 spezif isclien 
Antikorpersequenzen an humane Keimbahnseguenzen 

Fur die Angleichung der Core-1 bindenden Antikfirpersequenzen 
an humane Sequenzen wurde in der Datenbank humaner 
Keimbahnsecpienzen nach homologen Sequenzen gesucht und unter 
Verwendung der humanen Consensus -Sequenzen und den 
Erkenntnissen der kanonischen Struktur hiamaner Antikdrper 
wurden humanisierte Core-l-bindende Sequenzen entwickelt. Pur 
die variable schwere Kette diente die humane Keimbahnsequenz 
VHl-46 als Vorlage, ffir die variable leichte Kette die Sequenz 
A18. 



Die humanisierten Vh bzw. Vl Sequenzen SEQ ID NO. 56 bis 79 
bzw. 85 bis 94 wurden mit Hilfe der gene assembly PGR (single- 
overlap extension PGR) hergestellt. Die PGR Reaktion erfolgte 
nach folgendera Schema: erste Denaturierung 94 "C fur 2min, dann 
30 Zyklen Denaturierung bei 940G fiir 45 sec. Annealing bei 
55«>G fur 45 sec wad Elongation bei 730C fur 1,5- min und am 
Ende einen Elongationsschritt bei 73«>C fiir 7 min. 

Die so hergestellten Vh tind Vj. Ketten wurden mit den Enzymen 
Ncol iind Xhol bzw. Not I und Xhol geschnitten und zur 
Seqexinziening in einen Klonierungsvektor (pLitmus 28 bzw. 
pBluescript KS) kloniert. Die richtigen Vh und Vl Ketten wurden 
anschlieSend emeut amplif iziert , um am 3 '-Ende der Vh \ind am 
5 '-Ende der Vl eine Bbsl Schnittstelle einzufCigen, um darCiber 
die Vh und die Vi. mit nur einem Alanin als Linker zu 
verknflpfen. Nach der Ligation wurden die kompletten scPv (die 
Ligationsprodxikte) unter Verwendung der f lankierenden Primer 
amplifiziert imd in einen bakteriellen Expressionsvektor 
kloniert . 
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7. Spezifitatsanalyse der Core-1 spezif ischen Erkennungs- 
molekule im ELXSA 

Als Antigene vmrden verschiedene Kohlenhydrat- PAA- Kon jugate 
(Synthesome) und Glykoproteine verwendet: Asialoglykophorin 
(AGP), Glykophorin (GP) und Asialof etuine (Sigma); die PAA 
(Poly [N- (2-hydroxyethyl) Acrylamid) -Konjugate: GalSl- 

3GalNAcal-OC3HeNH-PAA und GalSl-3GalNAcal-p-OC6H4NH-PAA als 
Core-1 (alpha-Anomer) Konjugate mit unterschiedlichen 
Linkerlangen, Galfil-SGalNAcSl-OCaHsNH-PAA als beta-Anomer des 
Core-1, Galal-SGalNAcal-OCsHfiNH-PAA und Galal-SGalNAcSl-OCaHeNH- 
PAA als weitere Stereoanomere des Core-1, die Core-2 Struktur 
GalSl-3(GlcNAcSl-6)GalNAcal-OC3H6NH-PAA und die Derivate 
GalNAcal-0C3HeNH-PAA, Neu5Aca2-3GalSl--3GalNAcal-OC3HsNH-PAA, 
GallSl-3 (Neu5Aca2-6) GalNAcal-OCaHeNH-PAA, GlcNAcgl-2GalSl- 
3GalNAcal-OC3HeNH-PAA, GlcNAcal-aGalSl-SGalNAcal-OCaHeNH-PAA, 

GalNAcal-3GalSl-OC3H6NH-PAA und 3 '-O-Su-GalSl^SGalNAcal-OCaHgNH- 
PAA. 

Aus den jeweiligen Stainmlosungen (Img in Iml Bi-dest .HaO) , die 
portioniert bei -20oc aufbewahrt werden, wurde eine Verdunnung 
von 5 ^g/ml in PBS hergestellt . Davon wurden 50Atl/well in eine 
Mikrotiterplatte (NDNCLON-TC Microwell 96 F) pipettiert und 
die Testplatte 1 h bei 370C und Ober Nacht bei 40C inkubiert. 
Am nachsten Tag wurde die Testplatte mit PBS/ 0,2% Tween 3x 
gewaschen. Anschliefiend vmrden mit 2% BSA in PBS unspezif ische 
Bindungsstellen blockiert und 50 ^1 des ersten Antikorpers 
aufgetragen (chimSrer IgG bzw. igM: gereinigt 0,1 ,xg/ml in 
PBS/0,1% BSA Oder unverdunnter KulturCiberstand produzierender 
CHOdhfr- Zellen; Multibodies: 10 ixg/ml in PBS/0,1% BSA). Nach 
drei Waschschritten mit PBS/0,2% Tween wurden zum Nachweis der 
spezifisch gebundenen Antikorperkonstrukte die entsprechenden 
Zweit-Antik6rper, Peroxidase -gekoppelt, eingesetzt (ein anti- 
Maus bzw. anti-human Fcyl bzw. /j. -Antikorper fur die ganzen 
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Antikorper, ein anti-His Tag-Antikorper fur Multibodies) . Zum 
Nachweis des gebundenen sekiindaren AQtikorpers erfolgte eine 
Farbreaktion mit TMB (3 , 3 " , 5 , 5 " - Tetramethylbenzidine) . Nach 
15 Minuten wurde die Reaktion durch Zugabe von 2,5N H2SO4 
5 abgestoppt. Die Messxing erfolgte mit einem 

Mikrotiterplattenphotometer mit Filter 450nm im Dual -mode 
gegen einen Referenz filter 63 0nm. 

Representative Ergebnisse sind in den Abbildungen 5 und 6 

10 dargestellt. In Abbildung 5 sind zwei Erkennungsmolekule mit 
variierenden Loop-Sequenzen im IgM- Format verglichen. Die 
Antikorperkonstrukte mIgM-Karo2 (SEQ ID NO. 107 und SEQ ID NO. 
109) und mIgM-Karo4 (SEQ ID NO, 108 und SEQ ID NO. 110) binden 
hochspezif isch an das Antigen Core-1, bevorzugt an das alpha- 

15 Anomer GalSl-3GalNAca und schwacher an das beta-Anomer GalSl- 
SGalNAcS. Die erf indungsgemalSen Erkennungsmolekule konnen aucii 
nur das alpha-Anomer GalSl-3GalNAca Oder beide Anomere GalSl- 
BGalNAcof und GallSl~3GalNAcS in gleicher Weise binden, 
Zusatzlich bindet mIgM-Karo4 die Core-2 Struktur GalSl- 

20 3 (GlcNAcSl-6)GalNAca. Alle anderen getesteten 

Kohlenhydr at struktur en, auch strukturell stark verwandte 
Strukturen werden durch die hier beanspruchten 
Bindungsproteine nicht erkannt. Als Core-1 tragendes 
Glykoprotein zeigt AGP ein starkes Signal mit beiden 

25 Varianten, wobei das ebenfalls Core-1 tragende Glykoprotein 
Asialofetuin deutlich starker mit der Karo2 - Variante reagiert, 
was sehr wahrscheinlich mit der unterschiedlichen Core-1 
Dichte in beiden Proteinen zusairanenhangt . Abbildung 6 zeigt 
das Spezif itatsmuster der beispielhaft ausgewahlten 

30 humanisierten Erkennungsmolekiile Karoll (SEQ ID NO. 56 und SEQ 
ID NO. 90) , Karo21 (SEQ ID NO. 59 und SEQ ID NO. 90) und 
Karo38 (SEQ ID NO. 69 und SEQ ID NO. 90) mit variierenden 
Gerustsequenzen im scFv- Format mit einer Aminosaure als 
Linker. Auch hier zeigt sich das gleiche Spezif itatsmuster. 
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wie in der Definition der Core-1 spezif ischen Bindung im Sinne 
der Erfindung beschrieben (siehe oben) . 

Die spezifische Bindung der verschiedenen bevorzugten Formate 
und Kombinationen im ELISA, beispieihaft an AGP, GP und/oder 
GalSl-aGalNAcal-OCaHeNH-PAA, ist in den Abbildungen 7 a bis e 
dargestellt . 

8. Xmmunhistologische und immunzytologlsclie Farbungen 

Pur die immunhistologischen parbtmgen wurden Gef rierschnitte 
entsprechender Gewebeproben luf tgetrocknet und mit 10% 
Pormaldehyd in PBS 15 min fixiert. Zur Reduktion der endogenen 
Peroxidase-Aktivitat wurden die Schnitte mit 3% 
Wasserstoffperoxid in PBS behandelt und nach Blockierung 
unspezifischer Bindiingsstellen mit praabsorbiertem 

Kaninchenserum an Neuraminidase-behandelten Erythrozyten mit 
einem Core-1 spezif ischen Primarantikorper inktibiert. 
AnschlieSend wurden die Praparate mit einem entsprechenden 
Sekundarantikorper (anti-Maus bzw. anti-human IgG oder IgM, 
POD gekoppelt) inkiibiert. Die Farbreaktion erfolgte unter 
Verwendung des Peroxidase- Substrata Diaminobenzidin und die 
Gegenfdrbung mit Hematoxylin. 

Das beispielhafte erf indungsgemaSe Erkennungsmolekul mlgM- 
Karo4 reagiert nur mit sehr wenigen Strukturen im 
Normalgewebe . Diese befinden sich aber in ffir einen Antik6rper 
nicht zuganglichen Bereichen (Tabelle 3) . 



e 3: Reaktion von humanem Normalgewebe mit dem Core-1 
spezif ischen Antik6rper mIgM-Karo4 



wo 2004/050707 



71 

Gewebetyp 

Epidermis - Basalmembran 
Magen 

Foveola Epithelium 
5 Pundusdrusen 

Korpusdrusen 
Colon Mucosa 
Milz 

Trabeculae lienis 
10 Retikularzellen 

Lymphozyten 
Endothelium 
Prostata . 
Leber 

15 Hepatozyten 

Kupf f er- Zellen 
Gallenwege 
Lymphknoten 

Lymphozyten 
20 Retikularzellen 
Gallenblase 
Nebenniere 

Nebennierenrinde 
Nebenni e r enmar k 
25 Blase 
Herz 

Bauchspeicheldruse 
Drus engange 
Azini 

30 Langerhans'sche Inseln 



PCT/DE2003/003994 



Reaktivitat 
negativ 

negativ 
negativ 
negativ 
negativ 

negativ 
negativ 
negativ 
negativ. 
negativ 

negativ 
negativ 
negativ 

negativ 
negativ 
negativ 

negativ 
negativ 
negativ 
negativ 

positiv 
negativ 
negativ 



Die beanspruchten Erkennungsmolekule reagieren positiv mit 
einer Vielzahl von Karzinomen. Die Daten in Tabelle 4 zeigen, 
dass die Core-1 spezifischen Erkennungsmolekule .einen groSen 
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Prozentsatz an Tumorpatienten einer Indikation erkennen, der 
von Indikation zu Indikation unterschiedlich ist. 

Tabelle 4: Reaktion von humanem Tiomorgewebe' mit dem Core-1 
5 spezif ischen Antikflrper mIgM-Karo4 



Gewebetyp Reaktivitat 

Colonkarzinom 

primares Karzinom 31/52 

10 Lebeimietastasen 20/22 

Lungenkar 2 inom 

GroSzelliges 3/8 

Bronchoalveolar l/l 

Adenokar z inom 6/6 

15 Blasenkarzinom 5/9 

Magenkarzinom 

Intestinaler Typ 8/8 

Diffuseer Typ 3/3 

P r o s t a t akar z inom 9/9 
20 Mammakarzinom 

Intraductal /ductal 8/10 
Schwach dif f erenziert 2/5 

Muzinoses l/l 

Schilddrusenkarzinom 0/10 
25 Nierenkarzinom 

Klarzelliges 4/9 
Transitionalzelliges 2/5 

Zervikalkarzinom 1/2 

Ovar ialkar z inom 

30 Adenokar zinom 2/2 

Endometrioide 2 /2 

Teratom 2/2 

Glioblastom 0/3 
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Fur die Entwicklung eines Maus-Tiimoirmodells wurden 
verschiedene Xenotransplantate untersucht. Bei den 
Xenotransplantaten handelt es sich um humanes 
Kolonkarzinomgewebe, das auf Nacktmausen mehrfach passagiert 
wurde. Abbildung 8 zeigt beispielhaft eine immtmhistochemische 
Farbung eines Xehotransplantat-Praparats mit dem Core-1 
spezifischen Antikorper cIgG-Karo4 . 

Far die immunzytologischen Farbungen wurde die 
Immunfluoreszenz eingesetzt, Daf-ur wurden die entsprechenden 
Zellen auf Objekttrager angetrocknet xxnd mit 5% Formaldehyd 10 
min fixiert. Nach Blockierung unspezif ischer Bindungsstellen 
mit BSA (1% in PBS) wurden die Zellen mit dem Primarantikorper 
inkubiert. AnschlieSend wurde 3 mal mit PBS gewaschen und mit 
dem entsprechenden f luoreszenz -markierten Sekundarant ikorper 
(anti-Maus oder anti-human IgG bzw. IgM fur ganze Antikorper; 
anti-Myc-Tag oder anti-His-Tag Antikorper fur die single chain 
Antikorperfragmente) inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen mit 
PBS wurden die Zellen in Mowiol eingebettet. 

Es wurden verschiedene Zelllinien mit Core-1. spezifischen 
Erkennungsmolekulen in der Immunfluoreszenz getestet. Eine 
Reihe von Tumorzelllinien xind auch einigen Leiikamie- Zelllinien 
reagieren positiv (Tab. 5 und Abb. 9) . 



Tabelle 5: Reaktivitat verschiedener Zelllinien mit den Core-1 
spezifischen Antikorpern mIgM-Karol bzw. mIgM-Karo4 
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Zelllinien 


Reaktivitat 


KG-1 


positiv 


ZR-75-1 


positiv 


T47D 


(positiv) 
wenige Zellen 


U2 66 


negativ 


LN78 


positiv 


HT2 9 


positiv 


HCT116 


negativ 


HepG2 


negativ 


K562 


negativ 


WM-D4 


positiv 



Abbildung 9 zeigt beispielhaft eine Fluoreszenzmarkierung von 
KG-1 Zellen, einer akuten rayeloischen Leukamie-Zelllinie, mit 
verschiedenen Antikorperkonstmkten, einem murinen IgM und 
zwei scFv-Antikorpern mit unterschiedlicher LinkerlSnge (SEQ 
ID NO. 95 mit 18 AminosSuren und SEQ ID NO. 104 mit einer 
Aminosaure als Linker) . Alle drei Konstnikte zeigen eine 
spezifische Farbung der Tiimorzelllinie, wobei das monovalente 
Antikorperfragment SEQ ID NO. 95 das schwachste Signal zeigt. 

9. Chelatisiertmg und radioaktive Marfciertmg von Antikorpem 
und Antlkorperfragmenten 



Durch Konjugation wurde an den AntikSrper cIgG-Karo4 bzw. den 
Multibody mit der Sequenz SEQ ID NO. 104 ein Chelator kovalent 
gebunden, der die Bindiing eines Radiometalls ermoglicht. Als 
Chelatoren kamen die kommerziellen Produkte der Firma 
Macrocyclics (Dallas, USA), p-isothiocyanatobenzyl- 

diethylenetriaminepentaacetic acid (p-SCN-Bz-DTPA) und p- 
isothiocyanatobenzyl -1,4,7, 10-tetraazacyclododecane-l, 4, 7, 10- 
tetraacetic acid (p-SCN-Bz-DOTA) zum Einsatz. Beide Chelatoren 
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eignen sich zur Kopplxing an Antikorper zu deren 
Radioaktivmarkierving [Brechbiel et al., 1986; Kozak et al., 
1989; Stimmel et al . , 1995]. 

Die Konjugation erfolgte durch Reaktion der 

Isothiocyanatgruppe des Chelators mit einer freien e- 
Aminogruppe der Aminosaure Lysin am Antikorper. Es entsteht 
eine kovalente N-C-Bindiang zwischen Chelator und AntikSrper. 

Der gereinigte Antikdrper bzw. das • gereinigte 

Antikorper fragment muS zunSchst in Kopplungspuf fer pH 8,7 
umgepuffert werden. Hierzu vmrde eine Ultrafiltration in einer 
Piltrationshfllse (Centriprep YMSO (Amicon) ) durchgef uhrt . Dies 
erfolgte durch mehrmalige Verdunnung mit 10-fachem Vol\imen und 
Filtration durch eine Membran mit definierter PorengroSe durch 
Zentrifugation. Dadurch wurde PBS durch den alkalischen 
Kopplungspuf fer (0,05 M Natrium- Carbonat, 0,15 M 

Natriumchlorid, pH 8,7) ersetzt. 

Die Chelatisierung wurde mit den bifunktionellen Chelatoren p- 
SCN-Bz-DTPA- bzw. p-SCN-Bz-DOTA durchgef uhrt . Zur 
Chelatisierungsreaktion wurden Protein (l-io mg/ml) in 
Kopplungspuf fer und eine Losimg des Chelators von 1 mg/ml in 
2% DMSO/Wasser so gemischt, dass ein molarer DberschxiS des 
Chelators gewahrleistet war. Es folgte eine Inkubation der 
Mischung von Ih bei 37°C. Anschliefiend wurde nicht gebiondener 
Chelator durch Ultrafiltration im gleichen GefaS (Centriprep 
YMSO (Amicon) ) abgetrennt tmd wie oben beschrieben in den zur 
Radioaktivmarkierung notwendigen Beladungspuf f er auf pH 4,2 
umgepuffert (0,15 M Natriumacetat , 0,15 M Natriumclorid, pH 
4,2). Die Proteinkonzent ration wahrend und nach diesem Schritt 
wurde wieder auf 1-lOmg/ml mit Hilfe einer DV-Messiing bei 
280nm eingestellt. 
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Es waren Bedingtingen fur die Chelatisierungsreaktion zu 
finden, die eine Radiomarkiening des AntikSrpers erlauben, 
ohne dessen Bioaktivitat wesentlich zu mindern. 

Der chelatisierte Antikorper wurde mit einem Radiometall 
beladen, wodurch der Radio -Ant ikdrper erzeugt wurde. Zur 
Beladung wurden die Isotope "^Indium und "Yttrium verwendet. 
Beide haben chemisch und physikochemisch vergleichbare 
Eigenschaften und werden durch den Chelator als dreiwertige 
lonen gebunden ("^ln^% . Der mit ^"indium markierte 

Antik6rper ist ein y-Strahler und wird in der Klinik zur 
individuellen Dosisfindung fur den Patienten verwendet, 
wShrend ^Yttrium ein P-Strahler ist, der therapeutisch zum 
Einsatz kommt. Die Halbwertzeiten betragen fur "^In 67 Stunden 
und fur ^°Y 64 Stunden. 

Zur Beladung wurde ^"indiumchlorid der Pirma NEN (Perkin 
Elmer, Belgien) verwendet. Die Lieferung des Radiometalls 
erfolgt in salzsaurer Losung. Diese "^InClj Losung wurde 
zunachst kurzzeitig auf eine HCl-Konzentration von IM 
gebracht. AnschlieSend wurde mit 0,05M HCl auf eine 
spezifische Aktivitat von 80-320mCi/ml verdunnt und davon ein 
Aliquot zum Einbau in den chelatisierten Antikorper verwendet, 
wobei das zugegebene Volumen HCl-saurer "^InCla-Ldsung gleich 
dem Volumen der vorgelegten Antik6rperl6sung im 
Kopplungspuffer pH 4,2 sein sollte, urn die pH-Stabilitat zu 
gewahrleisten. Inkubationsdauer war ih bei 370c mit 
gelegentlichem vorsichtigem Mischen. 

Im AnschluS daran wurde der Filtereinsatz wieder in die 
Piltrationshiilse eingesetzt tind wie oben beschrieben in 
Phosphatpuffer pH 7,2 mit physiologischem Gehalt an Kochsalz 
umgepuffert. Dabei erfolgte eine Trennung von hochmolekularem 
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radioaktiv markiertem Antikorper und ungebundenem "^inCla. Die 
Quantifizierung des Einbaus von ^^^m in den chelatisierten 
Antikorper erfolgte dunnschichtchromatographisch. Die 
Einbaurate des Radiometalls lag bei 70-99% der eingesetzten 
Radioaktivitat . 

10. Nachweis des Core-1 positiven, sekretorischen MUCl im 
Sandwlclx-EIiISA 

Core-1 positives, sekretorisches MOCl kann im Sandwich-ELISA 
nachgewiesen werden. Dabei dient ein MUCl spezifischer 
Antikorper als FSnger -Antikorper von Maci und ein Core-1 
spezifischer Antik6rper zum Nachweis des Core-1 Antigens. Ein 
dritter Enzym- oder Fluoreszenz-gekoppelter Antikorper muss 
zur Detektion des Zweitantikorpers eingesetzt werden. 

Als Beispiel warden die Dberstande zweier Turaorzelllinien 
analysiert (K562 und T47D) . Die Ergebnisse sind in Tabelle 6 
dargestellt. 10= Zellen pro ml Zellkulturmedium wurden 
ausgesat, 4 Tage ohne Mediumwechsel kultiviert, anschlieSend 
ein Aliquot abgenommen und der ZellkulturClberstand durch 
Zentrifugation vom Zellpellet getrennt. 50 /il dieser 
Uberstande wurden unverdiinnt im ELISA eingesetzt. Der anti- 
MUCl-anti-Core-l-Sandwich-ELISA wurde durchgefuhrt , indem die 
Mikrotiterplatte mit dem FSnger-Antikdrper (1 Atg/ml) in PBS 
fiber Nacht bei 4 -c beschichtet wurde, - Es wurden drei 
verschiedenen Konzentrationen des Antikorpers fflr die 
Beschichtung getestet (1 A^g/ml, 2 /zg/ml und 4 ^g/ml) . Die 
Beschichtung mit 1 ixg/ml erwies sich im Sandwich ELISA als am 
empfindlichsten. - AnschlieSend wurden die beschichteten 
Platten zweimal mit PBS gewaschen und 1,5 h in 5% BSA, 0,05% 
Tween 20 in PBS bei Raumtemperatur blockiert. Der 
Blockierungspuffer wurde entfernt, die Platten erneut einmal 
mit 0,1% Tween 20 in PBS (Waschpuf f er) gewaschen, die Proben 
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dazugegeben und 1,5 h bei Raumtemperatur inkubiert . Als 
Negativkontrollen wurden das Zellkulturmediiam oder 2% BSA in 
Waschpuffer (Verdunnungspuf f er fur Zweitantikorper) verwendet. 
Eine Positivkontrolle stand nicht zur Verfxigiing. NacK 
dreimaligem Waschen erfolgte die Neuraminidase Behandlung in 
den dafiir vorgesehenen Wells. Zu diesem Zweck wurde die 
Neuraminidase -Lflsung (DADE Behring, Deutschland) in 
Immidazolpuffer (0,68 g Immidazol, 0,19 g CaCla und 0,4 g NaCl 
in 100 ml H2O, pH 6,8) 1:5 verdflnnt und 50 Ml/well 30 min bei 
37 «»C inkubiert. Als Kontrolle wurde der Imidazolpuf f er ohne 
Neuraminidase -Losung in einem entsprechenden Well inkubiert. 
AnschlieSend wurden die Wells dreimal gewaschen und der mlgM- 
Karo4 Antikorper zum Nachweis des Core-1 Antigens in einer 
1:500 Verdiinnung in 2% BSA in Waschpuffer dazugegeben und eine 
weitere Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem 
dreimaligen Waschen folgte die Zugabe eines Peroxidase - 
gekoppelten anti Maus IgM(^) Antikorpers (Dianova) 1:5000 
verdunnt in 2% BSA in Waschpuffer und eine Inkubation von 1 h 
bei Raumtemperatur. Abschliefiend wurden die Flatten zweimal in 
Waschpuffer und einmal in PBS gewaschen: Die F^rbereaktion 
erfolgte in 25 mM ZitronensSure, Phosphatpuf f er pH 5,0 mit 
0,04% H2O2 und 0,4 mg/ml o-Phenylendiamin (Sigma) im Dunkeln 
bei Raumtemperatur. Die Parbreaktion wurde durch Zugabe von 
2,5 N Schwefelsaure (Endkonzentration 0,07 N) gestoppt und im 
ELISA-Reader bei 492 nm mit einem Referenzf ilter von 62 0 nm 
vermessen . 



Tabelle 6: 



Analyse von Core-1 positivem MDCl in 
Kulturiiberstanden zweier Zelllinien mit und ohne 
Neuraminidase Behandlung im Sandwich ELISA 



Zelllinie 


Signal 




- NeuAcdase 


+NeuAcdase 


K562 




+ 


T47D 


+ 
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11. Effektive Bindung von radioaktiv-markierten Core-1 
spezifischen Erkennungsmolekulen an Tumorzellen 

Die Core-l positive Tumorzelllinie NM-D4 [DSMZ deposit NO. DSM 
ACC2605] (vergleiche Tabelle 5) wurden zur Testung der 
Bindtmgsfahigkeit der. radiomarkierten ErkennungsmplekQle an 
Core-1 positive Tumorzellen herangezogen . Dabei wurde jeweils 
in DTiblettbestinimungen eine bestimmte Anzahl Zellen in einem 
1,5 ml Gefas vorgelegt und mit steigenden Mengen Antikfirper 
inkubiert. Nach dem Waschen wurde anhand der zanirate 
bestimmt, wieviel AntikSrper gebunden hat. 

Pro Ansatz werden 2x10^ Zellen benotigt. Nach Vorinkubation der 
Zellen fttr eine Stunde auf Eis wurde die benotigte Menge 
Zellen in Reaktionsgef aSe vorgelegt, zentrif ugiert (5min 
lOOOxg, 25«>C) und der Dberstand abgenommen. Dann wurde mit 
PBS/0,1% Tween20/1% bsa aufgefullt bis zum Voluraen 200^^1 
abz-aglich der noch zuzugebenen Menge Erkennungsmolek<il . 
AnschlieSend wurde das entsprechende ^"in-markierte 
Erkennungsmolekul (siehe Beispiel 9) zum Endvolumen 200 nl 
zugegeben (ca. 0,5 bis 20 fxg, je nach Erkennungsmolekul) und 
die Ansatze fur eine Stunde bei 4-8«>C inkubiert, Nach 
Zentrifugation {4min, lOOOxg, 25««C) wurde der Dberstand 
abgenommen und das Zellpellet in 400^*1 PBST/l%BSA vorsichtig 
resuspendiert . Nach nochmaligem Waschen wurde das Zellpellet 
im Gefafi am gamma-Counter gemessen. Von den Ausgangslosungen 
definierter Konzentration wurden die spezifischen Zahlraten 
bestiirant, der Wert in cpm/ng wurde der Relativierting der 
Messwerte von gebundenem Antik6rper zugrunde gelegt. Die freie 
Bindung ergibt sich aus der Differenz aus Gesamtmenge und 
gebundener Menge Antikdrper. Diese Werte wurden als Verhaltnis 
gebunden/nichtgebunden gegen die Menge gebxmden in ein 
Diagramm aufgetragen xind im linearen Bereich der Kurve die 
Steigung ermittelt und der Abzissen-Schnittpunkt bestimmt 
(Scatchard Analyse) . Der Abzissen-Schnittpunkt bezeichnet die 
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Anzahl der Bindungsplatze/Zelle . Aus der Steigung "der Geraden 
ergibt sich die Assoziationskonstante Kass in [M"^] . 
In Abbildung 10 ist beispielhaft die Scatchard-Analyse der 
Bindung des radioaktiv-markierten Erkennimgsmolekuls im scFv- 
Format mit der Sequenz SEQ ID NO. 104 mit einer Aminosture als 
Linker an NM-D4 Zellen' dargestellt (zwei verschiedene 
Praparationen) . 

In Tabelle 7 sind die Assoziationskonstanten und die Anzahl 
der Zellbindungsplatze verschiedener Core-1 spezifischer 
Multibodies an NM-D4 Zellen zusairanengef aSt . 

Tabelle 7s Zellbindungstest xind Scatchard-Analyse mit ^"in- 
markierten Erkennungsmolekulen an NM-D4 Zellen. 



Antikorper 


Kass [M-1] 


Anzahl 

Bindungsplatze/Zelle 


SEQ ID NO. 105 


1, IxlO^ 


4, 8x10" 


SEQ ID NO. 104 


2, 1x10^ 


8,1x10" 


SEQ ID NO, 103 


1,2x10^ 


9,2x10" 



12. Anreicherung der radioaktiv-markierten Core-1 spezifischen 
Erkennungsaolekule an Core-1 positiven Tumoren in einem in 
vivo Tumormodell 

Als Tumormodell wurden ZR-75-1 Zellen subkutan in Nacktmause 
(Ncr: nu/nu, weiblich) injiziert. Nach ca. 3-4 Wochen ist der 
Tumor unter der Haut tastbar. Den Ttimor-tragenden M^usen (pro 
Zeitpiinkt n=4) wurden jeweils 5 /xg ^^^In-markierter Multibody 
(SEQ ID NO. 104 bzw. SEQ ID NO. 105) in 200 ^1 i.v. in die 
Schwanzvene verabreicht . Nach 24h wurden die Mause getotet und 
die Verteilung der Radioaktivitat im Tumor, im Serum iind den 
Organen ermittelt. Tabelle 8 zeigt die spezifische hohe 
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Anreicherung der Multibodies im Txainor (in fID/g Tumor bezogen 
auf die injizierte Dosis land das Tumorgeweicht) im Vergleich 
zum Servim und den Organen. 

Tabelle 8: Biodistribiition "^In-markierter ErkennTmgsmolekiile 
in Tumor- tragenden MSusen. 





SBQ ID NO. 104 


SEQ ID NO. 105 


Ser\jm (%lD/ml) 


1,4 ± 0,16 


1,0 ± 0,24 


Tiimor (%iD/g) 


10,8 ± 2,88 


8,1 + 1,45 


Leber (%ID/g) 


3,7 ± 0,15 


5,3 ± 0,92 


Liinge (%lD/g) 


1,7 ± 0,11 


1,9 ± 0,19 


Herz (%lD/g) 


1,5 ± 0,06 


1,9 ± 0,19 


Mxlz (%ID/g) 


5,4 ± 0,75 


6,7 ± 1,07 


Gehirn (%lD/g) 


0,1 ± 0, 01 


0,1 ± 0,00 


Knochenmark 
(%ID/g) 


1,0 ± 0,16 


1,7 ± 0,90 



13. Therapiestudie zur Reduktion von Core-1 positiver Tumoren 
mit radioaktiv-markierten Core-1 spezifischen Erkexmungs- 
molekulen in einem ±n vivo Tumormodell 

Die Therapiestudien wurden unter Verwendung des gleichen 
etablierten ZR-75-l-Txjmormodells durchgef tihrt , wie fur die 
Biodistributionstudien beschrieben (siehe Beispiel 12) . Die 
chelatisierten ErkennungsmolekCile (siehe Beispiel 9) wurden 
hierfilr mit «°Yttrium (ein p-Strahler zur Zerstorung der 
Tumorzellen) beladen (pH 4,5, 370C, 30 min; vergleiche Einbau 
von "^Indium) und in der Diinnschicht chroma tographie die 
Stabilitat kontrolliert. Den Tumor- tragenden Mausen (ca. drei 
Wochen nach der subkutanen Injektion der ZR-75-1 Zellen) 
wurden 200 /il i.v, in die Schwanzvene verabreicht. Die 
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Injektionslosung enthielt den '°Y-markierten Multibody (bis 
maximal 100 fiCi pro Dosis) in Ca/Mg-PBS mit 0,2 bis 4% fotales 
Kalberserum zum Schutz vor Radiolyse. Kontrollgruppen 
erhielten die gleiche Injektion ohne radioaktiv-markiertera 
Erkennungsmolekul . Korpergewicht und TumorgroSe wurden zweimal 
wochentlich gemessen • iind verglichen. Das relative 
Tumorwachstum wurde imter Berficksichtigung der jeweiligen 
TumorgroSe zu Beginn der Behandlung bestimmt. Eine zweite 
Injektion wurde drei Wochen nach der ersten Behandliing 
injiziert. Durch geeignete. Behandliing konnte das Tumorwachstiani 
signifikant zur Kontrollgruppe reduziert werden. 



Leqende y.ii eit=,n Abbildtmgen 

Abb. la: Sequenzen der Linker in den versdiiedenen 

Multibody single chain Antik6rper£ragmenten . 

Abb. lb: Klonierungsschema zur Herstellung von single 

chain Antikorperf ragmenten mit unterschiedlicher 
Linker IsLnge. 

Abb. 2: Vektor zur Klonierung und bakteriellen Expression 

von single chain AntikSrperfragmenten. 

Abb. 3: Analyse von Multibodies im scFv Format mit 

unterschiedlicher Linkerlange im ELXSA. 

Multibodies mit den Aminosauresequenzen SEQ ID NO. 95, 96, 97, 
98, 99, 100, 101, 103, 104 und 105 wurden wie oben beschrieben 
in E.coli exprimiert und die Periplasmaf raktionen gewonnen. 
Als Antigen tixx den ELISA Test wurde Asialoglykophorin, ein 
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Core-1 tragendes Glykoprotein, . eingesetzt . Eine schrittweise 
Linkerverkurzung fuhrt zu einer Erhohung der Bindung an 
Asialoglykophorin. Die besten Bindungseigenschaf ten zeigen die 
Varianten mit der SEQ ID NO. 104 und 105. Diese multivalenten 
Konstrukte im Dia/Triabody Format sind bevorzugte 
Ausfuhrungsformen der Erfindung. 

Abb. 4: Vektor system zur Kloniemng und eukaryontischen 

Eacpression von chimaren Antikdrpern im IgOl oder 
IgU- Format. 

Abb. 5 und 6: Spezif itatsanalyse im ELZSA. 

Als Antigene wurden verschiedene Glykoproteine und 
Kohlenhydrat-PAA-Konjugate verwendet . Asialoglykophorin [1] ; 
Glykophorin [2], Asialof etuine [3]; GalSl-SGalNAcal-OCaHsNH-PAA 
[4]; GalSl-3GalNAcal-p-OC6H4NH-PAA [5]; Galal-SGalNAcal-OCaHgNH- 
PAA [6] ; GalSl-SGalNAcSl-OCaHsNH-PAA [7] ; Galal-3GalNAclSl- 
OCsHgNH-PAA [8]; GalSl-S (GlcNAcSl-6) GalNAcal-OCaHsNH-PAA [9] ; 
GalNAcal-OCaHsNH-PAA [10] ; Neu5Aca2-3GalSl-3GalllAcal-OC3H6NH-PAA 
[11]; Galgl-3(Neu5Aca2-6)GalNAcal-OC3H6NH-PAA [12]; GlcNAcSl- 
2Gal6l-3GalNAcal-OC3H6NH-PAA [13] , GlcNAcal-3Gall5l-3GalNAcal- 
OC3H6NH-PAA [14]; GalNAcal-3Galfil-OC3H6NH-PAA [15]; und 3--0-SU- 
Gall5l-3GalNAcal-OC3H6NH-PAA [16]. Als Kontrolle wurde BSA [17] 
verwendet. In Abbildung 5 wurden zwei AntikSrper im IgM- Format 
mit unterschiedlicher CDR-Sequenz-Zusammensetzinag eingesetzt. 
Abbildung 6 zeigt das Spezif itatsmuster von drei humanisierten 
Erkennungsmolekaien im scPv-Format mit variierenden 
Ger^istsequnezen . 



Abb. 7: 



Spezi£isclie Bindung verschiedener bevorzugter 
Formate und Kombinationen erf indungsgemaSer 
Erkennungsmolekiile im ELISA, beispielhaft an den 
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Antigenen AGP, GP und/oder Core-l-PAA (GalSl- 
SGalNAcal-OCaHeNH-PAA) . 

Immunliistocheiaische Farbxmg von Xenotransplantat- 
Praparaten . 



Humanes Colonkarzinomgewebe wurde auf Nacktmause 
transplantiert und nach Erreichen einer bestiimnten GrSSe 
passagiert. Das Tumorgewebe wurde eingebettet und geschnitten 
und far immunhistochemische FSrbungen eingesetzt. m a) wurde 
das Gewebes mit cIgG-Karo4 als Primarantikdrper und einem 
anti-human Pcy Antikorper - pod gekoppelt als 
Sekundarantikorper markiert. Die braune Farbung kennzeichnet 
die Core- 1 -posit iven Strukturen. 

^' Fluoreszenzmarkierung von Zellen der 

Tumorzelllinie KG-1 mit verschiedenen Core-1 
spezifischen Erkennimgsinolekulen. 



Abb. 10: Scatchard-Diagramm zur Analyse der Zellbindung 

radioaktiv markierter Core-1 spezifischer 
Erkemningsmolekule. Beispielhaft sind hier die 
Bindungsdaten des Multibodies SEQ ID NO. 104 mit 
einer Linkerlange von einer Aminosaure 
dargestellt (Prl und Pr2 entsprechen zwei 
verschiedenen Praparationen) . B: an die Zellen 
gebundener Anteil [m] , F: freie Bindung als 
Differenz aus Gesamtmenge und gebundener Menge 
Antikorper [M] . Oben ist die entsprechende 
Geradengleichung angegeben, wobei der 

Geradenanstieg die Assoziationskonstante 

wiedergibt . 
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Patentanspruche 

1. Erkenniongsmolekul , dadurch gekennzeichnet, dass es eine 
Aminosauresequenz iimfasst^ die 

(i) die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 1 und 

(ii) die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 2 oder 3 und 

(iii) die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 4, 5 oder 6 
enthalt und 

das Antigen Core-1 spezifisch bindet. 

2. Erkennungsmolekul nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass es weiterhin eine Aminosauresequenz umfasst, die 

(i) die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 7 oder 8 oder 9 und 

(ii) die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 10 oder 11 und 

(iii) die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 12 oder 13 enthalt 
und 

das Antigen Core-1 spezifisch bindet. 

3 . Erkennungsmolekul nach einem der Anspruche 1 oder 2 , 
dadurch gekennzeichnet, dass es durch Mutation, Deletion 
und/ Oder Insertion in mindestens einer der Sequenzen SEQ ID 
NO. 1 bis 13 modifiziert ist und . das Antigen Core-1 
spezifisch bindet. 

4. Erkennungsmolekul nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass mindestens eine Aminosaure mindestens 
einer Sequenz gemaS SEQ ID NO. 1 bis 13 durch eine 
Aminosaure mit analogen physikochemischen Eigenschaf ten 
ersetzt ist und dass das Erkennimgsmolekul das Antigen 
Core-1 spezifisch bindet. 

5. Erkennungsmolekul nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Sequenz SEQ ID NO. 1 durch eine 
aquivalente kanonische Strukturvariante gemaJS SEQ ID NO. 14 
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bis 17 ersetzt ist iind/oder mindestens eine Sequenz der 
Sequenzen SEQ ID NO. 2 oder 3 durch eine aquivalente 
kanonische Strukturvariante gemaS SEQ ID NO. 18 bis 27 
ersetzt ist und/oder mindestens eine Sequenz gemas SEQ ID 
NO. 7 bis 9 durch eine aquivalente kanonische 
Strukturvariante gemSfi SEQ ID NO. 28 bis 45 ersetzt ist und 
das Erkennungsmolekul das Antigen Core-1 spezifis.ch bindet. 

Erkennungsmolekai nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch 
gekennzelchnet, dass es Aminosauresequenzen \amfasst, die 
mindestens eine Homologie von mindestens 60%, vorzugsweise 
70%, bevorzugt 80%, geuiz besonders bevorzugt 90%, gegenuber 
den Sequenzen SEQ ID NO. 1 bis 13 aufweist, wobei das 
Erkennungsmolekul das Antigen Core-1 spezifisch bindet. 

Erkennungsmolekul nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch 
gekennzelchnet, dass es weiterhin Ge rust sequenz en umfasst, 
die die Aminosauresequenzen voneinander trennen, 
einschlieSen xind/oder flankieren. 

Erkennungsmolekul nach Anspruch 7, dadurch gekennzelchnet, 
dass die Gerustsequenzen ausgewShlt sind aus der Gruppe 
umfassend die Immxinglobulin-Superf amilie, Protease- 
Inhibitoren, Lektine, .Helix-Bfindel-Proteine und/oder 
Lipocaline . 

Erkennungsmolekul nach Anspruch 7 oder 8, dadurch 
gekennzelchnet, dass die Gerustsequenzen 

Antikorpergerilstsequenzen sind. 

Erkennungsmolekul nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekenn- 
zelchnet, dass die Antikorpergerustsequenzen fur das Erken- 
nungsmolekul nach Anspruch 1 Sequenzen der variablen 
schweren Kette VH und die Antikorpergerustsequenzen filr die 
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zusatzlichen Sequenzen des Erkennimgsmolek<ils nach Anspruch 
2 Sequenzen der variablen leichten Kette VL sind. 

11. Erkennungsmolekiil nach Anspruch 9 oder 10, dadurcli gekenn- 
zeichnet, dass die Antikorpergerustsequenzen murinen 
Ursprxmgs sind . 

12. Erkennungsmolekul nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekenn- 
zeichaet, dass die Antikorpergerustsequenzen humanen 
Ursprungs sind. 

13. Erkennungsmolekul nach einem der Ansprflche 9 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Antikorpergerustsequenzen 
aus GerQstsequenzen oder Kombinationen der Geriistsequenzen 
gemaS den Ansprfichen 11 oder 12 abgeleitet sind. 

14. Erkennungsmolekul nach einem der Anspruche 8 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Antikorpergerust- sequenzen 
a) FRHl, FRH2, FRH3 und FRH4 fur die variable schwere 

Kette VH folgende Aminosauresequenzen sind, wobei die 

Aminosaureposition der Nummerierung nach Rabat 
entspricht : 

fur FRHl an Position 1 q oder E 

2 V 

3 Q, K Oder T 

4 L 

5 K Oder V 

6 E Oder Q 

7 s 

8 G 

9 A 

10 E 

11 L Oder V 

12 V Oder K 
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fiir FRH3 an Position 
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13 


R 




14 


P 




15 


G 




16 


T 




17 


g 
tj 




18 


V 




19 


K 




20 


T 


vjder V 


21 






22 


c 




23 






24 






25 


S 




26 






27 


Y 


r / o Oder 


28 


T 




23 




Ii Oder I 


30 


T 




36 


W 




37 


V 




38 


K Oder R 


39 


Q 





40 R Oder A 

41 P 

42 G 

43 H Oder Q 

44 G 

45 L 

46 E 

47 W Oder R 

48 I Oder M 

49 G 

66 K Oder R 

67 A Oder V 
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68 

69 

70 

71 

72 

73 

74 

75 

76 

77 

78 

79 

80 

81 

82 

82a 

82b 

82c 

83 

84 

85 

86 

87 

88 

89 

90 

91 

92 

93 

94 

fQr PRH4 an Position 103 

104' 
105 
106 



T 

L Oder M 
T 

A, L Oder T 

D 

T 

S 

S Oder T 

S 

T 

A 

Y 

M 

Q Oder E 

L 

S 

S Oder R 
L 

T Oder R 

S 

B 

D 

S Oder T 

A 

V 

Y 

P Oder Y 

C 

A 

Y, K Oder R 
W 

G 
Q 
G 
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b) 



107 T 

108 T, S Oder L 

109 V Oder L 

110 T 

111 V 

112 S 

113 S Oder A 

PRLl, FRL2, FRL3 und PRL4 fQr die variable leichte 
Kette VL folgende Aminosauresequenzen sind, wobei die 
Aminosaureposition der Nummerierung nach Kabat 
entspricht : 
fxir PRLl an Position 



1 


n 


2 




3 


w ociej- ij 


4 


M 


5 




s 




7 


T Oder S 


8 


P 


9 


L 


10 


S 


11 


L 


12 


P 


13 


V 


14 


S Oder T 


15 


L Oder P 


16 


G 


17 


D Oder E 


18 


Q Oder P 


19 


A 


20 


S 


21 


I 


22 


S 


23 


c 
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fiir FRL2 an Position 



fur FRL3 an Position 
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35 


W 


36 


Y 


37 


L 


38 


Q 


39 


K 


40 


p 


41 


G 


42 


o 


43 


s 


44 


p 


45 


K 


46 


I, 


47 


L 


48 


I 


49 


Y 


57 


G 


58 


V 


59 


p 


60 


J) 


61 


R 


62 


P 


63 


s 


64 


G 


65 


s 


66 


G 


67 


s 


68 


G 


69 


T 


70 


D 


71 


P. 


72 


T 


73 


L 


74 


K 


75 


I 



Oder V 
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fiir FRL4 an Position 



76 


s 


11 


R 


78 


V 


79 


E 


80 


A 


81 


E 


82 


D 


83 


I, 


84 


G 


85 


V 


86 


y 


87 


Y 


88 


c 


98 


F 


99 


G 


100 


G 


101 


G 


102 


T 


103 


K 


104 


L 


105 


E 


106 


I 


106a 


K 


107 


R 


108 


A 



15. Erkennimgsmoleklil nach einem der AnsparCtche 1 bis 14, 
dadurcb. gekennzeichnet, dass das Erkennxingsmolekill eine 
Sec[uenz gemaS SEQ ID NO. 46 bis 94 umfasst. 



16. Erkennxingsmolek^il nach Anspruch 15, dadurch gekezuzeichnet, 
dass das Erkeimungsmolekul eine Kombination der Sequenzen 
SEQ ID NO. 46 und 80, oder SEQ ID NO. 47 und 81, oder SEQ 
ID NO. 48 \ind 80, oder SEQ ID NO. 50 und 80, oder SEQ ID 
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NO. 53 iind 82, Oder SEQ ID NO. 52 und 83, oder SEQ ID NO. 
55 und 83, oder SEQ ID NO. 54 und 80, oder SEQ ID NO. 51 
und 83, Oder SEQ ID NO. 49 und 80, oder SEQ ID NO. 56 und 
90, Oder SEQ ID NO. 57 und 90, oder SEQ ID NO. 57 und 86, 
Oder SEQ ID NO. 58 und 87, oder SEQ ID NO. 56 und 91, oder 
SEQ ID NO. 59 und 91, oder SEQ ID NO. 60 und 87, oder SEQ 
ID NO. 61 und 90, oder SEQ ID NO. 56 und 88, oder SEQ ID 
NO. 56 und 85, oder SEQ ID NO. 59 und 90, oder SEQ ID NO. 
62 und 90, oder SEQ ID NO. 59 und 86, oder SEQ ID NO. 74 
\ind 92, Oder SEQ ID NO. 63 und 87, oder SEQ ID NO. 74 und 
87, Oder SEQ ID NO. 74 und 89, oder SEQ ID NO. 74 und 85, 
Oder SEQ ID NO. 64 und 86, oder SEQ ID NO. 74 und 86, oder 
SEQ ID NO. 63 xind 86, oder SEQ ID NO. 65 und 85, oder SEQ 
ID NO. 65 und 86, oder SEQ ID NO. 66 und 85, oder SEQ ID 
NO. 67 und 87, oder SEQ ID NO, 68 und 86, oder SEQ ID NO. 
72 und 88, oder SEQ ID NO. 69 iind 90, oder SEQ ID NO. 70 
und 90, Oder SEQ ID NO. 69 und 92, oder SEQ ID NO. 73 und 
86, Oder SEQ ID NO. 69 und 89, oder SEQ ID NO. 71 und 92, 
Oder SEQ ID NO. 56 und 86, oder SEQ ID NO. 65 und 92 
umf asst . 

Erkennungsmolek^il nach einem der Anspruche 1 bis 16, 
dadurch gekezmzeichnet , dass die variable schwere Kette VH 
und die variable leichte Kette VL auf verschiedenen 
Polype'ptidketten liegen. 

Erkennungsmolekai nach einem der Anspruche 1 bis 16, 
dadurcli gekenxizeichnet, dass die variable schwere Kette VH 
und die variable leichte Kette VL miteinander in einem 
Fusionsprotein direkt verbunden sind. 



Erkennungsmolekul nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Ketten in dem Fusionsprotein liber einen Linker 
verbunden sind. 
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Erkermungsmolekul nach Anspruch 19, dadurch gekezmzeichnet, 
dass der Linker aus 1 bis 9 Aminosauren besteht. 

Erkennungsmolekul nach einem der Ansprtiche 1 bis 20, 
dadurch gekemizelchnet , dass das Erkennungsmolekul zusatz- 
liche His-Tag, myc-Tag, Lysin-reiche Sequenzen und/oder 
Multimerisierungssequenzen uitifasst. 

Erkennungsmolekxll nach einem der Anspruche 1 bis 21, 
dadurch gekezmzeichnet, dass es von einem Iiranunglobulin 
abgeleitet ist. 

Erkennungsmolekul nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, 
dass es ein single chain Ant ikorper fragment, ein Multibody, 
ein Fab-Fragment, ein Fusionsprotein aus einem 
Ant ikorper fragment mit Peptiden oder Proteinen und/oder ein 
Immunglobulin der Isotypen IgG, IgM, IgA, IgE, IgD und/oder 
deren Subklassen ist. 

Erkennungsmolekul nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, 
dass es ein muriner, chim^risierter, humanisierter, 
humaner, partiell humaner Ant ikorper oder 

Antikorperfragment ist. 

Erkennungsmolekul nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, 
dass es ein IgM ohne J Kette ist. 

Erkennungsmolekul nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, 
dass es eine Sequenz gemaS SEQ ID NO. 95 bis 113 ximfasst. 

Konstrukt umfassend die Erkennungsmolekul e nach einem der 
Anspriiche 1 bis 26, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Erkenniingsmolekule mit Zusatzsequenzen und/oder Strukturen 
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fusioniert, chemisch gekoppelt oder nicht-kovalent 
assoziiert sind. 

Konstrukt iiach Anspruch 27, dadurch gekennzelchnet, dass 
die Erkennungsmolekule mit (i) Immunglobulindomanen 
verschiedener Spezies, (ii) Enzynnnolekulen, (iii) 
Interaktionsdomanen, (iv) Domanen zur. Stabilisierung, (v) 
Signalsequenzen, (vi) Fluoreszenzf arbstof f en, (vii) 
Toxinen, (viii) katalytischen Antikorpem, • (ix) einem oder 
mehreren Antikorpern bder Antikorperf ragmenten mit anderer 
Spezifitat, (x) zytolytischen Komponenten, (xi) 
Inununmodulatoren, (xii) Immiinef f ektoren, (xiii) MHC-Klasse 
I Oder Klasse II Antigenen, (xiv) Chelatoren zur 
radioaktiven Markieriing, (xv) Radioisotopen, (xvi) 
Liposomen, (xvii) Transmembrandomanen, (xviii) Viren 
und/oder (xix) Zellen fusioniert, chemisch gekoppelt, 
kovalent oder nicht-kovalent assoziiert sind. 

Konstrukt nach Anspruch 28, dadurch gekezmzelchnet, dass 
die Zellen Makrophagen sind. 

Isoliertes Nukleinsauremolekxil umfassend NukleinsSure- 
sequenzen, die die Aminosauresequenz von mindestens einem 
Erkennungsmolektil nach einem der Anspruche 1 bis 26 oder 
ein Konstrukt nach einem der Anspruche 27 bis 29 kodiert. 

Nukleins^uremolek^il nach Anspruch 30, dadurch gekezmzeich- 
net, dass es eine genomische DNA, eine cDNA und/oder eine 
RNA ist. 

Expressionskassette oder Vektor umfassend ein Nukleinsaure- 
molekGl nach einem der Anspruche 3 0 oder 31 und einen 
Promoter, der operativ mit der Nukleinsaure verknupft ist. 
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33 . Virus ximf assend mindestens einen Vektor Oder eine 
Expressionskassette nach Anspruch 32 • 

34 . Wirtszelle umf assend mindestens einen Vektor Oder eine 
Expressionskassette nach Anspruch 32 . 

35. Wirtszelle nach Anspruch 34, dadurch gekennzeiclmet , dass 
sie eine prokaryontische Oder eukaryontische Zelle ist. 

36. Wirtszelle nach Anspruch 35, dadurch gekexmzeiclmet, dass 
sie eine Bakterien-, Hefe-, Pflanzen-, Insekten- und/oder 
Saugerzelle ist • 

37. Wirtszelle nach Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet , dass 
die Saugerzelle eine Hamster-, Maus- und/oder humane Zelle 
ist . 

38. Wirtszelle nach einem der Anspruche 34 bis 37, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Wirtzelle E. coli, S. cerevisiae, 
P. pastoris, D. melanogaster , CHO-Kl, CHOdhf r- , NSO, SP2/0, 
HEK 293, COS-1, COS-7, Percy 6, Namalwa oder K562 ist- 

39. Wirtszelle nach Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Wirtszelle einen Ef f ektorzelle ist. 

40. Organismus umf assend mindestens eine Wirtszelle nach einem 
der Ansprdche 34 bis 38. 

41. Organismus nach Anspruch 40, dadurch gekennzeichnet, dass 
der Organismus ein pflanzlicher oder tierischer transgener 
Organismus ist. 
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42 • Zusammensetzung umf assend 

(i) mindestens ein. Erkeimungsmolekul nach einem der 
Anspruche 1 bis 26, 

(ii) mindestens ein Konstrukt nach einem der Anspriiche 27 
bis 29 und/oder 

(iii) mindestens ein Nukleinsauremolekul nach Anspruch 3 0 
Oder 31. 

43. Zusainmensetzung nach Anspruch 42, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Zusammensetzung eine pharmazeutische Zusammen- 
setzung, gegebenenfalls mit einem pharmazeutisch ver- 
traglichen Trager, ist. 

44. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 42 oder 43, 
dadurch gekennzeichnet , dass das Erkennungsmolekul : 

(i) ein radioaktiv-markiertes Erkennungsmolekul nach 
einem der Anspruche 1 bis 26 und/.oder 

(ii) ein nicht-markiertes Erkennungsmolekul nach einem 
der Anspruche 1 bis 26 \imfasst. 

5. Zusammensetzung nach Anspruch 44, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Erkennungsmolekul . ein Erkennungsmolekai nach 
Anspruch 26 xamfasst. 

6. Zusammensetzung nach Anspruch 42, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Zusammensetzung eine Vakzinen- Zusammensetzung ist. 

7. Verfahren zur Herstellung von Erkennungsmolekulen nach 
einem der Anspriiche 1 bis 28 umfassend 

(i) Einbringen eines oder mehrerer Nukleinsauremolekille 
nach einem der Anspriiche 3 0 oder 31 und/oder einer 
Expressionskassette oder eines Vektors nach Anspruch 
32 in ein Virus nach Anspruch 33 oder in eine 
Wirtszelle nach einem der Anspruche 34 bis 39; 
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(ii) Kultivierung der Wirtszellen Oder des Virus unter 
geeigneten Bedingungen; und 

(iii) Gewinnung des Erkennimgsmolekuls, der 
Erkennungsmolekiil tragenden Ef f ektorzelle oder des 
Virus, das ein Core-1 Antigen spezifisch erkennt, 

Verfahren zur Herstellxing einer Zusammensetzung nach einem 
der Anspruche 42 bis 46, vimfassend eine Kombination eines 
Erkennungsmolekiil s nach einem der Anspriiche 1 bis 26, eines 
Konstruktes nach einem der Anspruche 2.7 bis 29, einer 
Nukleinsaure nach Anspruch 3 0 oder 31 und/oder einem Vektor 
nach Anspruch 32 mit einem pharmazeutisch geeigneten 
Trager, einer Losung xmd/oder einem Adjuvans. 

Verfahren nach Anspruch 48, weiterhin umfassend den Schritt 
der Formulierung der Zusammensetzung in pharmazeutisch 
vertraglicher und/oder wirksamer Form. 

Verwendung eines Erkennungsmolekiil s nach einem der 
Anspruche 1 bis 26, eines Konstruktes nach einem der 
Anspriiche 27 bis 29, eines Nukleinsauremolekiils nach 
Anspruch 3 0 oder 31, eines Vektors nach Anspruch 32, eines 
Virus nach Anspruch 33, einer Wirtszelle nach einem der 
Anspriiche 34 bis 39, eines Organismus nach Anspruch 40 oder 

41 und/oder einer Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 

42 bis 46 zur Prophylaxe, . Prevention, Diagnose, 
Vermindeinmg, Therapie , Verlauf skontrolle und/oder 
Nachbehandlung von Tumorerkrankungen und/oder Metastasen. 

Verwendung nach Anspruch 50 zur Prophylaxe, Prevention, 
Diagnose, Verminderung, Therapie, Verlauf skontrolle 
und/oder Nachbehandlung von Core-1 positiven Tiimor-- 
erkrankungen und/oder Metastasen . 
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52. Verwendtmg nach Ansprucii 50 oder 51 zur Prophylaxe, 
Pravention, Diagnose, Verminderung^ Therapie, Verlaufs- 
kontrolle und/oder Nachbehandliing von Karzinomen. 

53. Vearwendung nach Anspruch 52 zur Prophylaxe, Prevent ion. 
Diagnose, Verminderung, Therapie, Verlauf skontrolle 
und/oder Nachbehandlung von Mammakarzinomen, 
Gastrointestinaltumoren, einschlielSlich Kolonkarzinomen, 
Magenkarzinomen, Pankreaskarzinomen , Dickdaannkrebs , 
Dunndarmkrebs , Ovarialkarzinomen, Zervikalkarzinomen, 
Lungenkrebs , Prostatakrebs , Nierenzellkarzinomen und/oder 
Lebermetastasen . 

54 . Verwendung nach einem der Anspriiche 50 bis 53 zur 
Prophylaxe, Prevention, Diagnose, Verminderung , Therapie, 
Verlauf skontrolle und/oder Nachbehandlung der 
Metastasierung . 

55. Verwendung nach Anspruch 54, wobei das Erkennungsmolekul 
ein nicht markiertes Erkennungsmolekul nach Anspruch 26 
ist, das einem IgM oder IgG entspricht oder davon 
abgeleitet wurde. 

56. Verwendung nach einem der Anspruche 50 bis 55, wobei das 
Erkennungsmolekul ein radioaktiv-markiertes Erkennungs- 
molekul nach einem der Anspriiche 1 bis 26 ist oder eines 
Konstruktes nach einem der Anspruche 27 bis 29. 

57. Verwendung nach Anspruch 56, wobei die Erkennungsmolekxile 
Multibodies sind. 

58. Verwendung nach Anspruch 56, wobei das Erkennungsmolekul 
ein Erkennungsmolekul nach Anspruch 26 ist. 
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59. Verwendung nach einem der Anspruche 50 bis 58, wobei das 
Erkennungsmolekiil ein nicht markiertes Erkenntingsmolekul 
nach einem der Anspruche 1 bis 2 6 oder eines Konstruktes 
nach einem der Anspruche 27 bis 29 und ein markiertes 
Erkennungsmolekul nach einem der Anspruche 1 bis 26 oder 
eines Konstruktes nach einem der Ansprxiche 27 bis 29 ist, 
wobei beide Erkennungsmolekul e oder Konstrukte kombiniert 
sind. 

60. Veirwendung nach Anspruch 59, wobei das nicht markierte 
Erkenn-ungsmolekiil ein Erkennungsmolekul nach Anspruch 26 



61. Verwendung nach Anspruch 59, wobei das markierte Erken- 
nungsmolekiil ein Erkennungsmolekul nach Anspruch 26 ist . 

62. Verfahren zur Herstelliing eines Diagnostikums umfassend die 
Schritte des Anspruchs 4 7 zur Herstelliing von Core-1 
spezifischen Erkennungsmolekulen und umfassend den Schritt 
der Formulierung der Erkennungsmolekule in einer 
diagnostisch geeigneten Form. 

63. Verfahren nach Anspruch 62, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Erkennungsmolekule biotinyliert , fluoreszenz- markiert, 
radioaktiv markiert, durch Enzymkopplung direkt markiert 
sind und/oder liber einen sekundaren entsprechend markierten 
Antikorper nachgewiesen werden. 

64. Verwendung von einem der Verfahren nach Anspruch 62 oder 
63, wobei das Erkennxingsmolekul zur Diagnose von 
Tiomorerkrankungen und/oder Metastasen, zur Prognose von 
Tumorerkrankungen und/oder zur Verlauf skontrolle von 
Tumorerkrankungen eingesetzt wird. 



ist • 
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65. Verwendung nach Anspruch 64, wobei die Tumorerkraiikungeii 
und/oder Metastasen die Leber betreffen. 

66. Verwendung nach Anspruch 64 und/oder des Verfahrens nach 
Anspruch 63 oder 64 zur Diagnose f^ir das Antigen Core-1 
tragende TTjmoren. 

67. Verwendung nach Anspruch 66, wobei die Tumore 
Mammakarzinome, Gastrointestinal tumore, einschlieSlich 
Kolonkarzinome, Magenkarzinome, Pankreaskarzinome, 
Dickdannkrebs, Diinndarmkrebs, Ovarialkarzinome, 
Zervikalkarzinome, Lungenkrebs, Prostatakrebs , 
Nierenzellkarzinome und/oder Lebermetastasen sind. 

68. Verwendung von einem der Verfahren nach Anspruch 62 oder 
63, wobei die Erkennungsmolekule in einem Gewebsschnelltest 
zum iiranunhistologischen Nachweis eingesetzt werden. 

69. Verwendung nach einem der Ansprilche 64 bis 67, wobei die 
Erkennungsmolekule in einem Gewebsschnelltest zum 
iramunhistologischen Nachweis eingesetzt werden. 

70. Verwendung nach einem der Anspriiche 64 bis 69, wobei die 
Erkenntmgsmolekflle in einem serologischen Test im Sandwich- 
Verfahren eingesetzt werden. 

71. Verwendxmg nach einem der AnsprViche 64 bis 70, wobei die 
Erkennungsmolekule in einer in vivo Diagnostik in Form 
einer Radioimmundiagnostik, PET- Scan Verfahren und/oder 
Invmunfluoreszenzendoskopie eingesetzt werden. 

72. Verwendung nach einem der AnsprQche 64 bis 71, weiterhin 
umfassend mindestens einen weiteren Antikorper gegen 
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inindestens ein weiteres Tiimor antigen und/oder gegen 
mindestens ein Tragermolekiil des Core-1 Antigens. 

. Kit umfassend ein Erkennungsmolekul gemaS einem der 
Anspruche 1 bis 26 xind/oder ein Konstrukt gemaS einem der 
Ahspr<iche 27 bis 29. 
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Secnienzen 



CDR Seouenzen 



SEQ ID NO. 1 



NYWLG 



SEQ ID NO. 2 
SEQ ID NO. 3 



DIYPGGGYTNYNEKFKG 
DIYPGGSYTNYNEKPKG 



SEQ ID NO. 4 
SEQ ID NO. 5 
SEQ ID NO. 6 



YDAAGPWFAY 
YDAAGPGFAY 
YDNHYFDY 



SEQ ID NO. 7 
SEQ ID NO. 8 
SEQ ID NO. 9 



RSSQS IVHSNGNTYLE 
RSSQSLIiHSNGNTYLH 
KSSQSLLHSDGKTYLY 



SEQ ID NO. 10 
SEQ ID NO. 11 



KVSNRFS 
EVSSRFS 



SEQ ID NO, 12 
SEQ ID NO. 13 



FQGSHVPYT 
SQSTHVPYT 



CDR Seouenzen (canonical structure v ar-Hanha) 



SEQ ID NO. 14 
SEQ ID NO, 15 
SEQ ID NO. 16 
SEQ ID NO. 17 



NYWIG 
NYWMG 
NYWWG 
NYWG 



SEQ ID NO. 18 
SEQ ID NO. 19 
SEQ ID NO. 20 
SEQ ID NO. 21 



DIYPGGDYTNYNEKFKG 
DIYPGGNYTNYNEKFKG 
DIYTGGGYTNYNEKFKG 
DIYTGGDYTNYNEKFKG 
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SEQ ID NO.. 22 
SEQ ID NO. 23 
SEQ ID NO. 24 
SEQ ID NO, 25 
SEQ ID NO. 26 
SEQ ID NO. 27 

SEQ ID NO. 28 

SEQ ID NO. 29 

SEQ ID NO. 30 

SEQ ID NO. 31 

SEQ ID NO. 32 

SEQ ID NO. 33 

SEQ ID NO. 34 

SEQ ID NO. 35 

SEQ ID NO. 3 6 

SEQ ID NO. 37 

SEQ ID NO. 38 

SEQ ID NO. 39 

SEQ ID NO. 40 

SEQ ID NO. 41 

SEQ ID NO. 42 

SEQ ID NO. 43 

SEQ ID NO. 44 

SEQ ID NO. 45 



DIYTGGNYTNYNEKFKG 

DIYTGGSYTNYNEKFKG 

DIYAGGGYTNYNEKFKG 

DIYAGGDYTNYNEKPKG 

DIYAGGNYTNYNEKFKG. ^ 

DIYAGGSYTNYNEKFKG 

RPSQS I VHSNGNTYLE 
RSSQSLVHSNCaSTTYLE 
RS SQS I VHSNGNTYFE 
RPSQSLVHSNGNTYLE 
RPSQSIVHSNGNTYFE 
RSSQSLVHSNGNTYFE 
RPSQSLLHSNGNTYLH 
RSSQSILHSNGNTYLH 
RSSQSLLHSNGNTYFH 
RPSQS ILHSNGNTYIiH 
RPSQSLLHSNGNTYFH 
RSSQSILHSNGNTYFH 
KPSQSLLHSDGKTYLY 
KSSQSILHSDGKTYLY 
KSSQSLLHSDGKTYFY 
KPSQS ILHSDGKTYLY 
KPSQSLLHSDGKTYPY 
KSSQSILHSDGKTYFY • 



vaT-iaTni.e schwere Ketten VH 



SEQ ID NO. 46 

QVQLKESGAELVRPGTSVKISCKASGYTFTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYTNY^ 
KFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAWFCAYYDAAGPGFAYWGQGTTVTVSS 
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SEQ ID NO. 47 

QVQLKQSGAELWPGTSVKISCKASGYTFTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGSYTNYNE 
KFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCARyDNHYPDYWGQGTTX.TVSS 

SEQ ID NO. 48 

QVQLKQSGAELVRPGTSVKISCKASGYTPTNyWLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYTNYNE 
KFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYPCAYYDAAGPWFAYWGQGTTLTVSS 

SEQ ID NO. 49 

EVKLVESGAELVRPGTSVKISCKASGYTPTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYTNYNE 
KPKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAYYDAAGPWFAYWGQGTSVTVSS 

SEQ ID NO. 50 

QVQLKESGAELVRPGTSVKISCKASGYTPTNYWLGWKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYTNYNE 
KPKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYPCAYYDAAGPWFAYWGQGTTVTVSS 

SEQ ID NO. 51 

EVKLVESGAELVRPGTSVKISCKASGYTFTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYTNYNE 
KFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYPCAYYDAAGPWPAYWGQGTTVTVSS 

SEQ ID NO. 52 

QVQLKQSGAELVRPGTSVKISCKASGYTPTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYTNYNE 
KPKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYPCAYYDAAGPWPAYWGQGTLVTVSA 

SEQ ID NO. 53 

QVQLKQSGAELVRPGTSVKISCKASGYTPTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYTNYNE 
KPKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYPCAYYDAAGPWPAYWGQGTTVTVSS 

SEQ ID NO. 54 

QVTLKESGAELVRPGTSVKISCKASGYTPTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYTNYNE 
KPKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYPCAYYDAAGPWPAYWGQGTSVTVSS 
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SEQ ID NO. 55 

QVQLKQSGAELVRPGTSVKISCKASGYTFTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYTNYNE 
KFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAYYDAAGPWPAYWGQGTSVTVSS 

SEQ ID NO- 56 

QVQLVQSGAEVICECPGASVKVSCKASGYTFTNYWLGWVRQAPGQGLBWIGDIYPGGGYT^^ 
KPKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAYYDAAGPWFAYWGQGTLVTVSS 

SEQ ID NO- 57 

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYWLGWVRQAPGQGLEWIGDIYPGGGYTNYNE 
KFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCAYYDAAGPWPAYWGQGTLVTVSS 

SEQ ID NO. 58 

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYWLGlAnmQAPGQGLEWIGDIYPGGGYTNYNE 
KPKGKATLTADTSSSTAYMQLSRLTSEDSAVYFCAYYDAAGPWFAYWGQGTLVTVSS 

SEQ ID NO. 59 

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYWLGWVRQAPGQGLEWIGDIYPGGGYTNYNE 
KFKGKATLTADTSSSTAYMELSSLTSEDSAVYFCAYYDAAGPWFAYWGQGTLVTVSS 

SEQ ID NO. 60 

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTPTNYWLGWVKQRPGQGLERIGDIYPGGGYTNYNE 
KFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYPCAYYDAAGPWFAYWGQGTLVTVSS 

SEQ 16 NO. 61 

QVQLVQSGAEVKKPGASVIO^SCKASGYTFTNYWIKSWVKQRPGQGLEWIGDIYPGGGYTNYNE 
KFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAYYDAAGPWPAYWGQGTLVTVSS 

SEQ ID NO. 62 

QVQLVQSGAEVKKPQASVKVSCKASGYTFTNYWLGWVRQAPGQGLEWIGDIYPGGGYTNYNE 
KPKGKATLTADTSTSTAYMELSSLTSEDSAVYFCAYYDAAGPWFAYWGQGTTVTVSS 
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SEQ ID NO. 63 

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTOYWLGWVRQAPGQGLEWIGDIYPGGGYTim^ 
KFKGKATLTADTSTSTAYMELSSLRSEDSAVYFCAYYDAAGPWFAYWGQGTLVTVSS 

SEQ ID NO, 64 

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTPTNYWLGWVRQAPGQGLEWIGDIYPGGGYTNYira 
KPKGKATLTADTSTSTAYMELSSLTSEDSAVYYCAYYDAAGPWFAYWGQGTLVTVSS 

SEQ ID NO. 65 

QVQLVQSQAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTmWLGWVKQRPGQGLEWIGDIYPGGGYTNYNE 
KPKGKATLTADTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYFCAYYDAAGPWFAYWGQGTLVTVSS 

SEQ ID NO. 66 

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYWLGWVKQRPGQGLEWIGDIYPGGGYTNYNE 
KFKGKATLTADTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAYYDAAGPWFAYWGQGTTVTVSS 

SEQ ID NO. .67 

QVQLVQSQAEVKKPGASVKVPCKASGYTFTNYWLGWVKQRPGQGLEWIGDIYPGGGYTNYNE 
KPKGKATLTADTSTSTAYMELSSIJISEDTAVYYCAYYDAAGPWFAYWGQGTLVTVSS 

SEQ ID NO. 68 

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYVn^GWVKQRPGQGLEWIGDIYPGGGYTNYNE 
KPKGKATLTADTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAYYDAAGPWFAYWGQGTLVTVSS 

SEQ ID NO. 69 

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYWLGWVRQAPGQGLEWIGDIYPGGGYTNYNE 
KFKGKATLTADTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAYYDAAGPWFAYWGQGTLVTVSS 

SEQ ID NO. 70 

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYWLGWVRQAPGQGLEWIGDIYPGGGYTNYNE 
KFKGKATLTADTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAYYDAAGPWPAYWGQGTTVTVSS 
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SEQ ID NO. 71 

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYWLGWVKQRPGQGLEWIGDIYPGGGYTNYNE 
KFKGKATLTADTSTSTAYMELSSLTSEDSAVyYCAYYDAAQPWPAYWGQGTTVTVSS 

SEQ ID NO. 72 

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTPTNYWn^WVKQRPGQGLEWIGDIYPGGGYTNYNE 
KPKGKATLTADTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYFCAYYDAAGPWPAYWGQGTTVTVSS 

SEQ ID NO. 73 

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTPTNYWLGWVRQAPGQGLEWIGDIYPGGGYTNYNE 
KFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCAYYDAAGPWPAYWGQGTTVTVSS 

SEQ ID NO. 74 

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTPTNYPniiGWVRQAPGQGLEWIGDIYPGGGYTNYNE 
KPKGKATLTADTSTSTAYMELSSLTSEDSAWPCAYYDAAGPWPAYWGQGTTVTVSS 

SEQ ID NO. 75 

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYWLGWVKQRPGQGLEWIGDIYPGGGYTNYNE 
KFKGRVTITADTSTSTAYMEIiSSLRSEDTAVYPCAYYDAAGPWPAYWGQGTLVTVSS 

SEQ ID NO. 76 

QVQLVQSQAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYWLGWVRQAPGQGIiEWIGDIYPGGGYTNYNE 
KPKGRVTITADTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAYYDAAGPWFAYWGQGTLVTVSS 

SEQ ID NO. 77 

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTPTNYWLGWVKQRPGQGLEWIGDIYPGGGYTNYNE 
KPKGRVTITADTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAYYDAAGPWPAYWGQGTLVTVSS 

SEQ ID NO. 78 

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYWLGWVRQAPGQGLEWMGDIYPGGGYTNYN^ 
KPKGRVTITADTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAYYDAAGPWPAYWGQGTLVTVSS 



wo 2004/050707 



PCT/DE2003/003994 



7/18 



SEQ ID NO. 79 

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTlSrmLGWVRQAPGQGLEWMGDIYPGGGYTNYNE 
KFKGRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAYYDAAGPWFAYWGQGTLV^ 

vaT-iaTtT e leichte Ketten 
SEQ ID NO. 80 

DIQMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSrVHSNGNTYLEWyiiQKPGQSPKLLIYKVSNRPSG 
VPDRPSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPYTPGGGTKIiEIKRA 

SEQ ID NO. 81 

DIVITQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSLLHSNGNTYLHWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSG 
VPDRFSGSGSGTDPTLKISRVEAEDLGVYFCSQSTHVPYTFGGGTKLEIKRA 

SEQ ID NO. 82 

DIQMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSG 
VPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPYTFGGGTKLELKRA 

SEQ ID NO. 83 

DVLMTQTPLSLPVSLGDQAS ISCRS SQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSG 
VPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPYTPGGGTKLEIKRA 

SEQ ID NO. 84 

DVLMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRPSG 
VPDRPSGSGSQTDFTLKISRVEAEDLGVYYCPQGSHVPYTPGGGTKLEI.KRA 

SEQ ID NO. 85 

DIQMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSIVHSNGNTYIiEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRPSG 
VPDRPSGSGSGTDPTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPYTPGGGTKVEIKRA 

SEQ ID NO. 86 

DIQMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSG 
VPDRPSGSGSGTDPTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPYTPGQGTKVEIKRA 
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SEQ ID NO. 87 

DIQMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPQLLIYKVSNRFSG 
VPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPYTFGGGTKVEIKRA 

SEQ ID NO. 88 

DIQMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPQLLIYKVSNRFSG 
VPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPYTFGQGTKVEIKRA 

SEQ ID NO. 89 

DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRPSG 
VPDRFSGSGSGTDPTLKISRVEAEDVGVYYCPQGSHVPYTPGGQTKVEIKRA 

SEQ ID NO. 90 

DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSG 
VPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPYTFGQGTKVEIKRA 

SEQ ID NO. 91 

DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPQLLIYKVSNRFSG 
VPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPYTFGGGTKVEIKRA 

SEQ ID NO. 92 

DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCR^SSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPQLLIYKVSNRFSG 
VPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCPQGSHVPYTFGQGTKVEIKRA 

SEQ ID NO. 93 

DIVMTQTPLSLPVTPGQPASISCaiSSQSIVHSNGNTYLEWYIiQKPGQSPQLLIYKVSNRFSG 
VPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPYTPGQGTKVEIKRA 

SEQ ID NO. 94 

DrVMTQTPLSLSVTPGQPASISCRSSQSrraSNGNTYLE1ira:.QKPGQSPQLLIYKVSNRPSG 
VPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPYTFGQGTKVEIKRA 
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VH/VL Paari3nq p>n 

Mausantikorper 

Karol SEQ ID NO. 46 

SEQ ID NO. 80 

Karo2 SEQ ID NO. 47 

SEQ ID NO. 81 

Karo3 SEQ ID NO. 48 

SEQ ID NO. 80 

Karo4 SEQ ID NO. 50 

SEQ ID NO. 80 

Karo5 SEQ ID NO. 53 

SEQ ID NO. 82 

Karo6 SEQ ID NO. 52 

SEQ ID NO. 83 

Karo7 SEQ ID NO. 55 

SEQ ID NO. 83 

Karo8 SEQ ID NO. 54 

SEQ ID NO. 80 

Karo9 SEQ ID NO. 51 

SEQ ID NO. 83 



Karol 0 



SEQ ID NO. 49 
SEQ ID NO. 80 
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humanisierte Sequenzen 

Karon SEQ ID NO. 56 

SEQ.ID NO. 90 

Karol2 SEQ ID NO. 57 

SEQ ID NO. 90 

Karol3 SEQ ID NO.. 57 

SEQ ID NO. 86 

Karol4 SEQ ID NO. 58 

SEQ ID NO. 87 

KarolS SEQ ID NO. 56 

SEQ ID NO. 91 

Karoie SEQ ID NO. 59 

SEQ ID NO. 91 

Karol7 SEQ ID NO. 60 

SEQ ID NO. 87 

KarolS SEQ ID NO. 61 

SEQ ID NO. 90 

Karol9 SEQ ID NO. 56 

SEQ ID NO. 88 

Karo20 SEQ ID NO. 56 

SEQ ID NO. 85 



Karo21 



SEQ ID NO. 59 
SEQ ID NO. 90 
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Karo22 SEQ ID NO. 62 

SEQ ID NO. .90 

5 Karo23 SEQ ID NO. 59 

SEQ ID NO. 86 
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Karo24 SEQ ID NO. 74 

SEQ ID NO. 92 

10 

Karo25 SEQ ID NO. 63 

SEQ ID NO. 87 



Karo26 

15 

Karo27 
20 Karo28 
Karo29 

25 

KaroSO 
KaroSl 

30 



SEQ ID NO. 74 
SEQ ID NO. 87 

SEQ ID NO. 74 
SEQ ID NO. 89 

SEQ ID NO. 74 
SEQ ID NO. 85 

SEQ ID NO. 64 
SEQ ID NO. 86 

SEQ ID NO. 74 
SEQ ID NO, 86 

SEQ ID NO, 63 
SEQ ID NO. 86 



Karo32 



SEQ ID NO. 65 
SEQ ID NO. 85 
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Karo33 SEQ ID NO. 65 

SEQ ID NO. 86 

Karo34 SEQ ID NO. 66 

SEQ ID NO. 85 

KaroBS SEQ ID NO. 67 

SEQ ID NO. 87 

Karo36 SEQ ID NO. 68 

SEQ ID NO. 86 

Karo37 SEQ ID NO. 72 

SEQ ID NO. 88 



Karo38 SEQ ID NO. 69 

SEQ ID NO. 90 

Karo39 SEQ ID NO. 70 

SEQ ID NO. 90 

Karo40 SEQ ID NO. 69 

SEQ ID NO. 92 

Karo41 SEQ ID NO. 73 

SEQ ID NO. 86 

Karo42 SEQ ID NO. 69 

SEQ ID NO. 89 

Karo43 SEQ ID NO. 71 

SEQ ID NO. 92 



Karo44 



SEQ ID NO. 56 
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SEQ ID NO. 86 

Karo45 SEQ ID NO. 65 

SEQ ID NO. 92 

verschiedene a inale nhain Fv Fnr-mai-o 

SEQ ID NO. 95 

QVQLKESGAELVRPGTSVKISCKT^GYTPTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYTNYNE 

KPKGKATLTiUDTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAYYDWGPAYWGQGTTVTVSSASSGG 

GGSGGGGSGGSARDIQMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSP 

ia.LIYKVSNRPSGVPDRPSGSGSGTDPTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPYTFGGGTKLEI 
JOiAAAHHHHHHGAAEQKLISEEDLNGAA 

SEQ ID NO. 96 

QVQLKESGAELVRPGTSVKISCKASGYTFTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYTNYNE 

KPKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAYYDAAGPGPAYWGQGTTVTVSSASSGS 

GSSADIQMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSN 

RFSGVPDRPSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCPQGSHVPYTPGGGTKLEIKRAAAHHHH 
HHGAAEQKLISEEDLNGAA 

SEQ ID NO. 97 

QVQLKESGAELWPGTSVKISCKASGYTPTTm(tt.GWVKQRPGHGLEWlGDIYPGGGYTNYNE 

KFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAYYDAAGPGPAYWGQGTTVTVSSASSGG 

SSADIQMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNR 

PSGVPDRPSGSGSGTDPTLKISRVEAEDLGVYYCPQGSHVPYTFGGGTKLEIKRAAAHHHHH 
HGAAEQKLISEEDLNGAA 

SEQ ID NO. 98 

QVQLKESGAELVRPGTSVKISCKASGYTPTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYTNYNE 

KFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSBDSAVYFCAYYDAAGPGFAYWGQGTTVTVSSASSGS 

SADIQMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRF 

SGVPDRPSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPYTFGGGTKLEIKRAAAHHHHHH 
GAAEQKLISEEDLNGAA 
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SEQ ID NO. 99 

QVQLKESGAELVliPGTSVKISCKASGYTFTNYWLGWVKQRPQHGLEWIGDIYPGGGYTNY^ 

KFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYPCAYYDAAGPGFAYWGQGTTVTVSSASSSS 

ADIQMTQTPLSLPVSLGDQASISOlSSQSrTHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFS 

GVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDIKSVYYCPQGSHVPYTFGGGTKLEIKRAAA^^ 
AABQKL I SEEDLNGAA 

SEQ ID NO. 100 

QVQLKESGAELWPGTSWISCiq^GYTFTNYWLGWVKQRPGHGLEWlGDIYPGGGYTNYNE 

KFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAYYDAAGPGFAYWGQGTTVTVSSASSSA 

DIQMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSG 

VPDRPSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPYTFGGGTKLEIKRAAAHHHHHHGA 
AEQKLISEEDIiNGAA 

SEQ ID NO. 101 

QVQLKESGAELWPGTSVKISCKASGYTFTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYTNYNE 

KFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAYYDAAGPGFAYWGQGTTVTVSSASSAD 

IQMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSGV 

PDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPYTFGGGTKLEIKRAAAHHHHHHGAA 
EQKLISEEDLNGAA 

SEQ ID NO. 102 

QVQLKESGAELVRPGTSVKISCKASGYTFTNYWLGWVKQRPGHQLEWIGDIYPGGGYTNYNE 

KFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAYYDAAGPGFAYWGQGTTVTVSSASADI 

QMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSQVP 

DRFSGSGSGTDPTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPYTPGGGTKLEIKRAAMfflHHHHGAAE 
QKLISEEDLN6AA 

SEQ ID NO. 103 

QVQWCESGAELWPGTSVKISCKASGYTFITimJLGWKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYT^ 

KFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAYYDAAGPGFAYWGQGTTVTVSSAADIQ 

MTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSGVPD 
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RFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCPQGSHVPYTFGGGTKLEIKRAAAHHHHHHGAAEQ 
KLISEEDLNGAA 



SEQ ID NO. 104 

QVQLKESGAELWPGTSVKISCKASGYTFTNYWIXSWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYTNYNE 

KFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAyYDAAGPGFAYWGQGTTVWSSM)IQM 

, TQTPLSLPVSI^DQASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSGVPDR 

PSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPYTFGGGTKLEIKRAAAHHHHHHGAAEQK 
LISEEDLNGAA. 

SEQ ID NO. 105 

QVQLKESGAELVRPGTSVKISCKZ^GYTFTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYTNYNE 

KFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAYYDAAGPGPAYWGQGTTVTVSSDIQMT 

QTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSGVPDRF 

SGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCPQGSHVPYTFGGGTKLEIKRAAAHHHHHHGAAEQKL 
ISEEDLNGAA 

SEQ ID NO. 106 

QVQLKESGAELVRPGTSVKISCKASGYTFTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYTNYNE 

KFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAYTOAAGPGFAYWGQGTTVTVSDIQMTQ 

TPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSGVPDRFS 

GSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPYTPGGGTKLEIKRAAAHHHHHHGAAEQKLI 
SEEDLNGAA 

Murine Antikfirper 

SEQ ID NO. 107 

DIVITQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSLLHSNGNTYLHWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSG 

VPDRPSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYPCSQSTHVPYTPGGGTKLEIKRADAAPTVSIFP 

PSSEQLTSGGASWCFUSnSTFYPKDINVKWKIDGSERQNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTL 
TKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSPNRNEC 

SEQ ID NO. 108 

DIQMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRPSG 
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VPDRFSGSGSGTDPTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPYTFGGGTKLEIKRADAAPTVSIFP 

PSSEQLTSGGASWCFIJiqNFYPKDINVKWKIDGSERQNaVLNSm-DQDSKDSTySMSSTLTL 
TKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSFNRNEC 

SEQ ID NO. 109 

QVQLKQSGAELVRPGTSVKISCKASGYTFTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGDiYPGGSYTNYNE 
KPKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYPCARYDNHYPDYWGQGTTLTVSESQSFPNV 
FPLVSCESPLSDKNLVAMGCLARDFLPSTlSFTWlSryQNNTEVIQGIRTFPT^^ 

QVLLSPKSILEGSDEYLVCKIHYGGKNRDLHVPIPAVAEMNPNVNVFVPPRDGPSGPAPRKS 

KLICEATNFTPKPIWSWLKDGKLVESGFTTDPVTIENKGSTPQTYKVISTLTISEIDWLNL 

NVYTCRVDHRGLTPLKNVSSTCAASPSTDILTPTIPPSPJ^IFLSKSA]Sn:.TCL^^ 

LNISWASQSGEPLETKIKIMESHPNGTFSAKGVASVCVEDWNNRKEFVCTVTHRDLPSPQKK 

FISKPNEVHKHPPAVYLLPPAREQLNLRESATVTCLVKGFSPADISVQWLQRGQLLPQEKYV 

TSAPMPEPGAPGPYFTHSILTVTEEEWNSGETYTCWGHEALPHLVTERTVDKSTGKPTLYN 
VSLIMSDTGGTCY 

SEQ ID NO. 110 

QVQLKESGAELWPGTSVKISCKASGYTFTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYTNYNE 
KFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAYYDAAGPWPAYWGQGTTVTVSESQSFP 
NVFPLVSCESPLSDKNLVAMGCIJmDFLPSTISFTWNYQ]Sm"EVIQGIRTFPTI^ 

TSQVLLSPKSILEGSDEYLVCKIHYGGKNRDLHVPIPAVAEMNPNVNVFVPPRDGFSGPAPR 

KSKLICEATNFTPKPITVSWLKDGKLVESGFTTDPVTIENKGSTPQTYKVISTLTISEIDWL 

NLNVYTCRVDHRGLTFLKNVSSTCAASPSTDILTFTIPPSFADIFLSKSANLTCLVSNLATY 

ETLNISWASQSGEPLETKIKIMESHPNGTFSAKGVASVCVEDWNNRKEFVCTVTHRDLPSPQ 

KKFISKPNEVHKHPPAVYIiLPPAREQIJSrLRESATVTCIiVKGPSPADISVQWLQRGQLLPQEK 

YVTSAPMPEPGAPGFYPTHSILTVTEEEWnsrSGETYTCWGHEALPHLVTERTVDKSTGK 
YNVSLIMSDTGGTCY 

mIgM-Karo2 SEQ ID NO. 109 



SEQ ID NO. 107 



mIgM7Karo4 



SEQ ID NO. 110 



SEQ ID NO. 108 
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Chima re Antikorper (Maus/Mensnn ^ 
SEQ ID NO. Ill 

QVQLKESGAELWPGTSVKISCKASGYTPTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYTNYNE 

KFKGKATLTJUDTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAYYDAAGPWPAYWGQGTTVTVSGSTKGP 

SVFPIAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTPPAVLQSSGLYSLSSV 

VTVPSSSLGTQTYICaiViraKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEI^^ 

KDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHN^ 

HQDWLNGKEYKCKVSNKaiiPAPIEICriSKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTK^^ 

PYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSPFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVW^ 
NHYTQKSLSLSPGK 

SEQ ID NO. 112 

QVQLKESGAELVRPGTSVKISCKASGYTFTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYTNYNE 

KPKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAYYDAAGPWFAYWGQGTTVTVSGSASAP 

TLFPLVSCENSPSDTSSVAVGCLAQDFLPDSITLSWKYKNNSDISSTRGFPSVLRGGKYAAT 

SQVLLPSKDVMQGTDEHVVCKVQHPNGNKEKNVPLPVIAELPPKVSVFVPPRDGFFGNPRKS 

KLICQATGFSPRQIQVSWLREGKQVGSGVTTDQVQAEAKESGPTTYKVTSTLTIKESDWLGQ 

SMPTCRVDHRGLTFQQNASSMCVPDQDTAIRVFAIPPSFASIFLTKSTKLTCLVTDLTTYDS 

VTISWTRQNGEAVIOTHTNISESHPNATPSAVGEASICEDDmSGERFTCTVTHTDLPSPLKQ 

TISRPKGVALHRPDVYLLPPAREQLNLRESATITCLVTGFSPADVFVQWMQRGQPLSPEKYV 

TSAPMPEPQAPGRYPAHSILTVSEEEVmTGETYTCWAHEALPNRVTERTVDKSTGKPTLYN 
VSLVMSDTAGTCY 

SEQ ID NO. 113- 

DIQMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRPSG 

VPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDIKWYYCPQGSHVPYTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIPP 

PSDEQLKSGTASWCrjaJNPYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTL 
SKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSPNRGEC 

chimare Antikorper 



cIgG-Karo4 



SEQ ID NO. Ill 
SEQ ID NO. 113 
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cIgM-Karo4 SEQ ID NO. 112 

SEQ ID NO. 113 
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